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1 UVOD 
 
Bakterije Bacillus subtilis so sposobne sorodstvenega razlikovanja, kar pomeni, da se do 
bližnjih sorodnikov obnašajo drugače kot do manj sorodnih sevov iste vrste. Visokosorodni 
sevi (»kin«) se med rojenjem na stiku dveh rojev združijo, medtem ko roji manj sorodnih 
sevov (»non-kin«) tvorijo ob stiku linijo, ki je posledica antagonističnih interakcij 
(pobijanja). V raziskavi smo uporabili 21 talnih izolatov Bacillus subtilis, med katerimi 
prihaja do sorodstvenega razlikovanja. S pomočjo analize genomov teh izolatov smo želeli 
ustvariti seznam genov, za katere že vemo (Lyons in sod., 2016) oz. za katere 
predvidevamo, da sodelujejo pri sorodstvenem razlikovanju (geni sorodstvenega 
razlikovanja – angl. kin discrimination – ali geni KD). Večinoma so to geni odgovorni za 
sintezo protimikrobnih snovi (npr. toksini), sintezo molekul prisotnih na/v celični steni in 
regulatorni geni (npr. kinaze-fosfataze). V magistrski nalogi smo analizirali 
prisotnost/odsotnost genov KD v genomih 21-ih sevov ter razlike med njimi in podatke 
primerjali s fenotipi prisotnosti/odsotnosti mejne linije med pari sevov (Štefanič in sod., 
2015). Prav tako smo primerjali filogenetsko analizo prisotnosti KD genov vključenih v 
sorodstveno razlikovanje s filogenetsko analizo, ki je bila narejena na podlagi 8-ih hišnih 
genov (angl. housekeeping genes - HK). 
1.1 NAMEN 
 
Analiza genoma in genov, vključenih v sorodstveno razlikovanje ter analiza sorodnosti 
sevov na podlagi prisotnosti/odsotnosti KD genov v genomu in polimorfizma prisotnih KD 
genov. 
Tipizacija na podlagi multilokusnih zaporedij (angl. multi locus sequence typing -MLST) 
na podlagi 8-ih hišnih genov in primerjava ugotovljenih filogenetskih razmerij z analizo 
prisotnosti genov, ki sodelujejo pri sorodstvenem razlikovanju. 
1.2 HIPOTEZI 
 
V primerjavi s sevi B. subtilis med katerimi ne prihaja do opaznega antagonizma, med pari 
sevov z močnim antagonizmom obstajajo večje razlike tako v prisotnosti, kot tudi v 
polimorfizmu prisotnih genov, ki sodelujejo pri sorodstvenem razlikovanju (genov KD) in 
posledično se profil prisotnosti/odsotnosti/polimorfizma genov KD ujema s fenotipom 
prepoznavanja sorodnikov, kjer med manj sorodnimi sevi (»non-kin«), prihaja do nastanka 
mejne linije med roji. 
 
Število razlik v genih KD med različnimi sevi B. subtilis sovpada s številom razlik v hišnih 
genih – manj sorodni sevi se bolj razlikujejo tudi v polimorfnosti in prisotnosti različnih 
genov KD. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 Bacillus (subtilis) 
 
V rod Bacillus spadajo paličaste po Gramu pozitivne sporogene bakterije. V fenotipskih 
značilnostih in fiziologiji se lahko vrste med seboj zelo razlikujejo. Nekateri predstavniki 
rodu rastejo kot heterotrofi, drugi kot avtotrofi, v prisotnosti ali odsotnosti kisika, lahko pa 
tudi v prisotnosti alternativnega akceptorja elektronov, kot sta na primer železo in arzenat 
(Adelskov in Patel, 2016). Trenutno rod Bacillus vsebuje 377 vrst (januar 2019). 
Neprestano se dodajajo nove vrste, oz. prihaja do reklasifikacije že dodanih (Caulier in 
sod., 2019). Tipska vrsta rodu je Bacillus subtilis (de Vos in sod., 2009). 
 
Bacillus sutilis je prvič opisal Cohn leta 1872 (Cohn, 1875). Je gibljiva fakultativno 
anaerobna paličasta bakterija velikosti 0.5 µm v premeru in 2-3 µm v dolžino. Pojavlja se 
samostojno ali v parih, redko tudi v kratkih verigah. Minimalna temperatura rasti te 
bakterije je pri 5-20 °C in maksimalna pri 45-55 °C. Raste pri pH 5.5 do 8.5 in 7 % NaCl 
(de Vos in sod., 2009). V stresnih razmerah B. subtilis tvori odporne dormantne spore. Te 
jim omogočajo preživetje tudi do 1000 let in jim dajejo možnost, da se razširijo po zraku s 
pomočjo vetra na zelo dolge razdalje (Kellogg in Griffin, 2006). Tako jih najdemo 
praktično vsepovsod, tako na kopnem kot v vodnih okoljih (Earl in sod., 2008). V 
vegetativni obliki B. subtilis najdemo predvsem v zemlji, kjer je prisotne veliko organske 
snovi za razgradnjo. Raste v tesnem stiku s površino korenin rastlin, tudi glivnih hif. 
Izoliran je bil tudi iz fecesa živali (Tam in sod., 2006).  
 
Bakterije B. subtilis hidrolizirajo kazein, eskulin, želatino in škrob, pod določenimi pogoji 
lahko uporabljajo citrat kot edini vir ogljika in reducirajo nitrat v nitrit (de Vos in sod., 
2009). Fermentirajo glukozo, ksilozo, arabinozo, manitol in trehalozo (Nakamura in sod., 
1999). V laboratorijskih pogojih se delijo na 30-35 min (López in Kolter, 2010). Zaradi 
nepatogenosti se pogosto uporabljajo v biotehnologiji in industriji (Adelskov in Patel, 
2016). So ene izmed najbolj izkoriščanih bakterij za produkcijo encimov. Imajo odlične 
fermentacijske zmožnosti, visok produkcijski izkoristek in so sposobne kompetence in 
sporulacije. B. subtilis je ena najbolj proučevanih bakterij, veliko je znanega o njenih 
regulatornih  mehanizmih, zelo zgodaj so sekvencirali njen celoten genom, trenutno pa je 
predmet številnih proteomskih študij (Kovács, 2019). 
 
2.2 GENOM 
 
Sev Bacillus subtilis 168 je bil prvi Bacillus in tudi prva po Gramu pozitivna bakterija, 
kateri so leta 1997 posekvencirali celotni genom (Kunst in sod., 1997). Povprečna dolžina 
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genoma B. subtilis je 4,04 Mbp in prisotnost 4031 protein kodirajočih sekvenc (CDSs). 
Povprečni delež G+C je 43,9 in močno variira čez kromosom (Kim in sod., 2017).  
 
»Pangenom« vrste B. subtilis je nabor oziroma vsota vseh genov vseh predstavnikov te 
vrste. Mednje spadajo skupni geni, variabilni geni in geni, ki so specifični za posamezen 
sev/vrsto (sevno specifični geni oz. vrstno specifični geni) (Slika 1). Skupni geni so geni, 
ki so prisotni v vseh sevih določene vrste, variabilni geni pa so prisotni v dveh ali več sevih 
te vrste (Medini in sod., 2005).  
 
 
 
 
Slika 1: Grafični prikaz celotnega genoma. Celotni genom sestavlja skupni genom, vrstno specifični geni in 
variabilni geni. 
 
Kim in sod., (2017) so ugotovili, da ima Bacillus subtilis v povprečju 1,32 % vrstno 
specifičnih genov in 26,01 % skupnih genov. V tej raziskavi so proučevali tudi kako se 
skupni in vrstno specifični geni med seboj razlikujejo po funkciji. Med skupnimi geni jih je 
največ odgovornih za metabolizem, pri vrstno specifičnih pa za procesiranje celice in 
signalizacijo, ki uravnava celično delitev, podvojevanje kromosomov, posttranslacijske 
modifikacije, različne obrambne mehanizme in gibanje celice. Manj kot 1 % skupnih 
genov je zapisanih v mobilomu (geni povezani s transpozoni, fagi, drugi geni), medtem ko 
mobilom genov pri vrstno specifičnih genih B. subtilis predstavlja kar 6,4 % (Kim in sod., 
2017).  
Bacillus subtilis ima 261 esencialnih genov, kar je eden izmed najmanjših naborov 
esencialnih genov med bakterijami (Commichau in sod., 2013). Esencialne gene so 
definirali kot gene, ki jih ni mogoče inaktivirati pod optimalnimi pogoji za rast, saj so 
nujno potrebni za preživetje. Za B. subtilis so postavili te pogoje za rast na gojišču LB 
(Luria-Bertani) pri 37 °C (Kobayashi in sod., 2003). Največ (99) esencialnih genov B. 
subtilis kodira proteine s funkcijami, ki se posredno oz. neposredno nanašajo na biosintezo, 
izločanje in kontrolo kvalitete proteinov; 72 jih kodira metabolne encime; 42 jih sodeluje 
pri sintezi celične stene in delitvi celice. Veliko jih je vpletenih tudi v metabolizem DNA 
genom A genom B 
genom C 
celotni (ang. pan) genom 
Skupni (ang. 
core) genom 
variabilni (ang. 
dispensable) geni 
vrstno specifični 
geni 
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(replikacijo, modifikacije DNA, vzdrževanje kromosomov). Preostali esencialni geni 
kodirajo RNaze ali proteine, ki imajo zaščitniško funkcijo (Commichau in sod., 2013). 
Homologe 80-ih odstotkov esencialnih genov B. subtilis, najdemo v vseh bakterijah z 
genomi večjimi od 3 Mb. 57 % esencialnih genov pa ima homologe tudi v bakterijah z 
manjšimi genomi (Kobayashi in sod., 2003). 
 
 
Slika 2: Funkcionalna razdelitev 261 esencialnih genov B. subtilis (Commichau in sod., 2013). 
 
2.3 FILOGENETSKA ANALIZA 
 
Bacillus subtilis uvrščamo v domeno Bacteria, deblo Firmicutes, razred Bacili, red 
Bacillales, družino Bacillaceae in v rod Bacillus (Adelskov in Patel, 2016). Vrsto B. 
subtilis ločimo na podvrste B. subtilis subsp. subtilis, B. subtilis subsp. spizizenii 
(Nakamura in sod., 1999), B. subtilis subsp. inaquosorum (Rooney in sod., 2009) in B. 
subtilis subsp. stecoris (Adelskov and Patel, 2016). 
Določanje filogenetske sorodnosti je najprej potekalo s pomočjo morfologije in 
biokemijskih testov. Kasneje so bakterije ločevali na podlagi zaporedij, ki kodirajo 16S 
ribosomalno RNA (16S rRNA) (Klenk in Göker,  2010; Fox in sod., 1977). Za ločevanje 
zelo sorodnih izolatov, še posebej znotraj vrste, so predlagali, da bi 16S rRNA in 
fenotipski analizi dodali še DNA-DNA hibridizacijo. Ta pristop je pokazal, da skupino 
Bacillus subtilis sestavljajo tri vrste (B. subtilis, B. vallismortis in B. mojavensis) 
(Adelskov in Patel, 2016). Analizo 16S rRNA so razširili na analizo MLST (angl. 
multilocus sequence typing), kjer za določitev sorodnosti uporabimo nabor večih genov, ki 
so dobro ohranjeni in prisotni v vseh organizmih te vrste. To so predvsem sekvence tako 
imenovanih hišnih genov (Ciccarelli in sod., 2006; Stackebrandt in sod., 2002; Wang in 
sod., 2007). V našem delu smo uporabili hišne gene, ki nosijo zapis za podenoto DNA 
giraze (gyrA, gyrB), zapis za RNA polimerazo (rpoB), zapis za elongacijski faktor G 
(fusA), zapis za encimski prenašalec malonilne in acilne skupine (angl. malonyl CoA-acyl 
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In contrast, genes that are essential in one organism but
non-essential or even absent in other, even related bacteria, are
called facultative essential. These genes do often encode proteins
that protect the cell from toxic metabolites or other products (see
below). It has been proposed that facultative essential genes can be
suppressed more often than the obligatory essential genes.6
Attempts to suppress the lack of essential genes have revealed that
some e sen ial genes become dispensable upon overexpression of
other, functionally somehow related genes whereas those obligatory
essential genes that encode the basic constituents of the cell can
usually not be replaced.6 Moreover, essential genes that counteract
toxic activities can be deleted if the cause of the toxic effect has also
been inactivated (see below).7,8 Finally, the target of an essential
enzymemay be replaced in a way that allows overcoming essentiality
as it has been shown for the tRNAIle2-lysidine synthetase TilS from
B. subtil s. In this case, TilS is normally required to modify the
anticodon of the isoleucine-specific tRNAIle2, but it becomes
dispensable when a mutation in the tRNAIle1 generates the TAT
anticodon that recognizes the isoleucine-specifying AUA triplet.9
3 The essential gene set of B. subtilis – 2003
and today
A joint European–Japanese effort to systematically inactivate all
unknown B. subtilis genes resulted in the first genome-scale
identification of essential gen s in this organism. Kobayas i
et al. (2003) described 271 protein-coding genes as essential.4
Among the essential proteins were all vegetative ribosomal
proteins, many proteins involved in DNA replication, transcrip-
tion and translation (such as aminoacyl tRNA synthetases and
tRNA/rRNA modifying enzymes), enzymes of cell wall and lipid
biosynthesis and, unexpectedly, most glycolytic enzymes. Among
the essential proteins, eleven were of unknown function in 2003.
In the past few years, the composition of the set of essential
genes has substantially changed. Of the original 271 genes, 31
were shown to be non-essential in recent studies. Moreover, 21
new genes (19 protein-coding genes and two RNA-coding genes)
were added to the list. Thus, 261 genes encoding 259 proteins
and two RNAs are regarded as being essential today.
The complete updated list of essential genes in B. subtilis can
be found in SubtiWiki (http://www.subtiwiki.uni-goettingen.de/
wiki/index.php/Essential_genes).10 Among the newly identified
essential genes five genes each are involved in protective
functions or encode proteins of unknown function, respec-
tively, four genes are involved in metabolism, and two genes
encode the functional RNAs rnpB (RNA component of RNase P)
and scr (RNA component of the signal recognitio particle).
It should, however, be noted that several genes encoding anti-
toxins or antisense RNAs that control toxin expression may still
have escaped their discovery as essential genes.
Of the eleven previously unknown essential proteins, four were
found to be non-essential, whereas functions could be assigned to
six of these proteins: they encode RNases (rnjA, RNase J1, formerly
ykqC; rny, RNase Y, ymdA; rnz, RNase Z, yqjK),11–14 enzymes involved
in tRNA modification (tilS, tRNAIle-lysidine synth tase, yacA; tsaB,
threonyl carbamoyl adenosine (t6A) modification of tRNAs, ydiC)15,16
and an enzyme of lipid biosynthesis (plsY, acylphosphate:
glycerol-phosphate acyltransferase, yneS).17 Thus, of the originally
unknown essential proteins the function of only one protein could
not be identified. However, for this protein (YlaN), it was suggested
that it may be involved in the control of cell shape.18,19
Together with the newly identified five unknown essential
proteins, six essential proteins of B. subtilis do still expect the
elucidation of their function (see below).
Among the 261 essential genes of B. subtilis, the largest
group (99) is involved in functions relate to pr tein biosynthesis,
protein secretion and protein quality control. Moreover, 72
essential genes encode enzymes involved in metabolism, and
42 genes are required for cell wall biosynthesis and cell division.
Finally, a rather large set of essential genes is implicated in
several aspects of DNA metabolism (replication, DNA modifica-
tion, chromosome maintenance). The remaining essential genes
encode RNases or proteins that have a protective function (see
below) (see Fig. 1).
4 Essential functions
Many aims of a cell can be achieved in different ways: there may be
redundant enzymes that have the same or overlapping activity, or
Fig. 1 Functional distribution of the 260 essential B. subtilis genes.
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carrier protein transacylase - MCAT) (fabD), zapis za release faktor 1 (prfA), zapis za 
sigma dejavnik SigA (rpoD) in zapis za odzivni regulator (yycF). 
2.3.1 Zbirka B. subtilis z nabrežja reke Save 
 
Pri poskusih smo uporabili 21 visokosorodnih sevov B. subtilis subsp. subtilis pridobljenih 
iz dveh vzorcev tal z nabrežja reke Save (vsak vzorec je bil velik 1 cm3, diverziteto znotraj 
posameznega vzorca smo obravnavali kot mikrodiverziteto), oddaljenih 5 m narazen 
(makrodiverziteta). Vzorec velikosti 1 cm3 so pri analizi razdelili na »podvzorce« različnih 
velikosti (1/4, 1/8 in 1/16 osnovnega vzorca, slika 3). Dobljene seve so ločili v 3 ferotipe 
(skupine bakterij, ki so sposobne medsebojnega komuniciranja), ki so jih našli tudi v 
najmanjših vzorcih (C – 2,5 mm3), kar nakazuje na sobivanje močno raznolikih sevov že 
na zelo majhnem prostoru (Štefanič in Mandić-Mulec, 2009).  
 
 
Slika 3: Razporeditev izolatov v dveh 1 cm3 vzorcih (vzorec 1 in vzorec 2) z nabrežja reke Save, oddaljenih 5 
m eden od drugega. Črke A, B in C predstavljajo različno velike »podvzorce« (1/4, 1/8 in 1/16 1 cm3 vzorca). 
Izolati so zapisani kot številka, ki je prikazana v različnih geometrijskih likih različnih barv (različni ferotipi) 
(Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). 
 
Prav tako so bili sevi na podlagi analize 4 hišnih genov z »Ecotype Simulation« 
algoritmom uvrščeni v tri različne ekotipe (angl. ecotype) (Štefanič in sod., 2012). Ekotip 
je skupina bakterijskih celic, ki živi v isti ekološki niši in tekmuje za ista hranila (Koeppel 
in sod., 2008; Štefanič in sod., 2012). 
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Slika 4: Ekotipi in prepoznavanje roječih B. subtilis. (A) Filogenetska rekonstrukcija iz štirih HK genov 
(gyrA, rpoB, dnaJ in recA) 39 izolatov B. subtilis. Desno (B) mreža prepoznavanja istih sevov. Povezane 
številke sevov predstavljajo seve, katerih roji se združujejo na poltrdnem gojišču. Kjer povezave ni, prihajo 
do tvorbe linije med roji sevov. Različni ekotipi so prikazani v treh različnih barvah (Štefanič in sod., 2015). 
 
V spodnji preglednici vidimo porazdelitev ferotipov v tri ekotipe. Razvidno je, da je v 
vsakem ekotipu en ferotip bolj prisoten in so ostali v manjšini. To vodi do logičnega 
zaključka, da so s prevladovanjem enega ferotipa v ekotipu bakterije, ki proizvajajo skupne 
dobrine, zmožne izmenjave molekul, kar jim omogoča boljšo adaptacijo na dane razmere 
in posledično prevladovanje nad drugimi. Prav tako pa je v vsakem ekotipu prisotnih tudi 
nekaj bakterij drugega ferotipa, ki je prisoten tudi v drugih ekotipih. Ta manj prisoten 
ferotip bi lahko predstavljal populacijo »goljufov«. Goljufe definiramo kot tiste bakterije, 
ki uporabljajo tuje skupne dobrine in ne trošijo lastne energije za proizvodnjo skupnih 
dobrin. Predpostavili so, da ima manj pogost ferotip prednost pred drugimi samo takrat, ko 
ne prevladuje v populaciji in ni zmožen odziva na lasten signal, ki je še v nizki 
koncentraciji, hkrati pa lahko uporablja skupne dobrine, ki so uravnavane z zaznavanjem 
kvoruma in jih producirajo bakterije dominantnega ferotipa. Ko se celice manjšinskega 
ferotipa namnožijo do določene gostote, ti še nedavni »goljufi« izgubijo prednost (Štefanič 
in sod., 2012; Pollak in sod., 2016). 
 
Preglednica 1: Frekvenca različnih ferotipov v ekotipu (vključenih vseh 39 izolatov iz 1 cm3 vzorcev zemlje, 
oddaljenih 5 m narazen eden od drugega) (prirejeno po Štefanič in sod., 2012). 
 Ekotip 
Ferotip PE32 PE22 PE10 
RO-H-1/RO-B-2 11 1 3 
          se nadaljuje... 
lines, 16% formed intermediate lines, and 16% merged. We
identified 12 different recognition groups among 39 isolates, with
a median of two strains per group (Fig. 2), indicating a high
threshold for merging between swarms.
These strains have been previously classified into three eco-
logically distinct groups (ecotypes): PE10, PE22, and PE32 (26)
(Fig. 2A, blue, green, and yellow boxes). We therefore speculated
that ecologically different strains would discriminate one from an-
other and thus form a boundary line at the contact point of the two
swarms. Consistent with our prediction, swarms of different eco-
types never merged, where s merging strai s were always from the
same ecotype (Fig. 3). However, more than one recognition group
was observed within ecotyp s PE22 and PE32 (Fig. 2). Strains of
PE32 formed nine separate recognition groups (1, 2, 4–8, 11),
whereas four strains of PE22 formed three groups, suggesting a
high diversity of swarming interactions can exist within ecotypes. In
contrast, most strains of PE10 merged their swarms and fell in a
single recognition group. There were only two outliers, PS-11 and
PS-261, which sometimes formed intermediate phenotypes with
some of the PE10 strains. This could be the early stages of sepa-
ration of these strains into a new group. Based on these results, we
concluded that affiliation with an ecotype is not sufficient to predict
merging of swarms, but if two strains are classified into different
ecotypes, they will always discriminate between each other.
Swarm Interaction Phenotype Correlates with Genetic Relatedness.
The ability to discriminate those who are genetically dissimilar
coul stabilize cooperation among kin during swarming. We hy-
pothesized that strains that merged on swarming agar were geneti-
cally kin, whereas those that formed a boundary line or intermediate
line were nonkin. To test this, we asked whether phylogenetic re-
latedness correlated with the three different swarming interaction
phenotypes: merging of swarms, intermediate line formation, or
boundary line formation. To test this, we aligned four concatenated
partial housekeeping genes (gyrA, rpoB, dnaJ, and recA; 3,412 bp
total) by ClustalW (22). Pairwise distances were rounded off to three
decimal digits and grouped in intervals of 0.001 nucleotide iden-
tity. In Fig. 4, distributions of swarming interaction phenotypes in
each of the pairwise identities of the 741 strain combinations are
shown. The distribution of the three swarming interaction phe-
notypes in each phylogenetic identity group varied considerably,
indicating that the diversity within our collection of strains is in the
right range to test f r kin effects. Out of 118 m rging swarm
combinations, 100 had at least 0.999 identical housekeeping genes.
Some merging strain pairs showed lower nucleotide identity,
namely 15 strains from recognition group 9 that merged with PS-
210 and three strains from recognition group 4 that merged with
PS-20 (Fig. 2B), where the lowest identity associated with merging
was still 0.995 (Fig. 4). In contrast, only 1% of strain pairs that
Fig. 2. Recognition groups of a sympatric B. subtilis population. (A) Phylogenetic reconstruction of four concatenated housekeeping genes (gyrA, rpoB, dnaJ,
and recA; 3,412 b ) from the 39 B. subtilis microscale soil isolates. Ecotypes are designated by different colors (blue, PE10; green, PE22; yellow, PE32), and
swarming recognition groups are indicated on the Right. (B) Recognition network of the microscale soil isolates. Connected nodes represent strains with
merging swarms; no connection indicates intermediate or full boundary formation. Colors depict different ecotypes.
Fig. 3. Boundary formation between and within ecotypes. The percent of
swarm pairs displaying each phenotype from every ecotype combination, with
the total number of combinations given above each column. Boundary lines
(blue) and intermediate lines (red) always form between strains of different
ecotypes, and merging swarms (yellow) occur only within the same ecotype.
14044 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1512671112 Stefanic et al.
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Nadaljevanje preglednice 1: Frekvenca različnih ferotipov v ekotipu (vključenih vseh 39 izolatov iz 1 cm3 
vzorcev zemlje, oddaljenih 5 m narazen eden od drugega) (prirejeno po Štefanič in sod., 2012). 
 Ekotip 
Ferotip PE32 PE22 PE10 
RS-D-2/NAF4 7 3 - 
168 1 - 13 
 
Raznolikost visokosorodnih sevov B. subtilis subsp. subtilis je opazna tako na morfološki 
kot tudi na metabolni ravni. Pri 39 izoliranih sevih iz 1 cm3 vzorcev, ki so oddaljeni 5 m 
narazen, pri reki Savi so opazili 8 različnih morfologij sevov na gojišču TBAB, 10 
morfotipov na gojišču LB in 5 različnih morfologij na gojišču R2A. 39 sevov lahko 
uporablja 90-109 od 195 testiranih različnih virov ogljika (Štefanič, 2019). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 5: Prikaz morfologije sevov B. subtilis na treh različnih gojiščih in izkoriščanje različnih virov ogljika 
(a) različna morfologija seva PS-196 in PS-24 na TBAB, LB in R2A gojiščih (b) izkoriščanje različnih (9) 
virov ogljika med 10 sevi izoliranih iz nabrežja Save (Štefanič, 2019). 
 
2.4 SOCIALNO VEDENJE 
 
Socialno vedenje definiramo kot vedenje, ki ima posledice na fitnes tistega, ki to vedenje 
izvaja (akter) in na fitnes prejemnika tega vedenja. Razdelimo ga glede na spremembo 
fitnesa, ki ga vedenje povzroči (Hamilton, 1964). Hamilton je vedenje razdelil na 
altruistično, sebično, mutualistično in sovražno.  
 
 
 
 
 
 
 
from all over the world. Patterns of microbial biogeography as
well as endemism have been observed and appear to differ across
habitats and species. B. subtilis is an ubiquitous bacterium found
in diverse habitats and could be easily dispersed through air and
dust particles across the globe [2, 3]. To investigate whether
habitat heterogeneity and/or distance between the two sampling
sites influence the genetic relatedness and phenotypic traits of
strains, we compared desert and riverbank B. subtilis isolates that
were sampled from approximately 10,000 km away. We
hypothesised, that despite the ubiquitous nature of B. subtilis,
strains sampled from a small geographical scale will be more
related on the genetic and phenotypic level and that this related-
ness will decrease with the increasing geographical distance
within the environment and with different environmental hetero-
geneity of the habitat.
Since ecological environment determines and shapes evo-
lution of the gene content of an organism, different evolution-
ary outcomes of the strains reflect different ecological niches
and habitats that strains are exposed to [36, 37]. The influence
of environment on bacterial diversity is well documented
Fig. 5 Diversity of carbon utilisation. aCluster analyses of Biolog carbon
utilisation data of B. subtilis isolates. The dendrogram was constructed
using the UPGMA algorithm and Pearson correlation in Bionumerics 3.0
software (AppliedMaths). The numbers at internal branches represent the
cophenetic correlation coefficient. B. subtilis NCIB 3610 and
B. amyloliquefaciens were used as reference strains. Desert macroscale
B. subtilis subsp. subtilis strains are marked with an asterisk (*) and
riverbank microscale B. subtilis subsp. subtilis strains are shown in bold
phase. Unmarked strains were used as additional reference strains. b
Diverse carbon utilisation patterns of riverbank B. subtilis. 9 carbon
sources show more than 50% difference in carbon utilisation of
riverbank strains. The % difference was calculated as 1-(min value/max
value). The utilisation patterns were produced in Omnilog software
(Biolog). The colours of rectangles correspond to the intensity of tetrazo-
lium dye reduction, measured in absolute values from 0 to 300, and are
shown as average heights of the reaction curves of a specific carbon
source utilisation. Blue colour (left) demarcates negative reaction (no
utilisation), whereas red (right) very strong utilisation of a carbon source
Fig. 4 Similar and different morphology patterns on different media. a
Different morphologies of riverbank strains and desert strains on three
different media. b Similar morphologies of riverbank strains and desert
strains on three different media. Colonies are not in the same scale as
some would appear smaller than others and would affect the visual
separation into morphotypes. Colony size was between 4 mm and
1.5 cm in diameter. Desert macroscale B. subtilis strains are marked
with an asterisk (*) and riverbank microscale B. subtilis strains are
shown in bold phase
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strains, we compared desert and riverbank B. subtilis isolates that
were sampled from approximately 10,000 km away. We
hypothesised, that despite the ubiquitous nature of B. subtilis,
strains sampled from a small geographical scale will be more
related on the genetic and phenotypic level and that this related-
ness will decrease with the increasing geographical distance
within the environment and with different environmental hetero-
geneity of the habitat.
Since ecological environment determines and shapes evo-
lution of the gene content of an organism, different evolution-
ary outcomes of the strains reflect different ecological niches
and habitats that strains are exposed to [36, 37]. The influence
of environment on bacterial diversity is well documented
Fig. 5 Diversity of carbon utilisation. aCluster analyses of Biolog carbon
utilisation data of B. subtilis isolates. The dendrogram was constructed
using the UPGMA algorithm and Pearson correlation in Bionumerics 3.0
software (AppliedMaths). The numbers at internal branches represent the
cophenetic correlation coefficient. B. subtilis NCIB 3610 and
B. amyloliquefaciens were used as reference strains. Desert macroscale
B. subtilis subsp. subtilis strains are marked with an asterisk (*) and
riverbank microscale B. subtilis subsp. subtilis strains are shown in bold
phase. Unmarked strains were used as additional reference strains. b
Diverse carbon utilisation patterns of riverbank B. subtilis. 9 carbon
sources show more than 50% difference in carbon utilisation of
riverbank strains. The % difference was calculated as 1-(min value/max
value). The utilisation patterns were produced in Omnilog software
(Biolog). The colours of rectangles correspond to the intensity of tetrazo-
lium dye reduction, measured in absolute values from 0 to 300, and are
shown as average heights of the reaction curves of a specific carbon
source utilisation. Blue colour (left) demarcates negative reaction (no
utilisation), whereas red (right) very strong utilisation of a carbon source
Fig. 4 Similar and iff rent morpho ogy patterns on different media. a
Different morphologies of riverbank strains and desert strains o three
different media. b Similar morphologies of riverbank strains and desert
strains on three different media. Colonies are not in the same scale as
some would appear smaller than others and would affect the visual
separation into morphotypes. Colony size was between 4 mm and
1.5 cm in diameter. Desert macroscale B. subtilis strains are marked
with an asterisk (*) and riverbank microscale B. subtilis strains are
shown in bold phase
Environment Shapes the Intra-species Diversity of Bacillus subtilis Isolates
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Preglednica 2: Razdelitev vedenja glede na posledice, ki jih ima na akterja in prejemnika (West in sod., 
2006). 
 
Vpliv na prejemnika 
Pozitivni Negativni 
Vpliv na 
akterja 
Pozitivni MUTUALIZEM SEBIČNOST 
Negativni ALTRUIZEM SOVRAŠTVO 
 
Mutualizem poveča fitnes tako akterju, kot prejemniku, sebično vedenje poveča samo 
fitnes akterja, prejemniku pa se fitnes zmanjša. Če prejemnik pridobi na fitnesu, akterju pa 
se fitnes zmanjša, takšno vedenje imenujemo altruistično. Poznamo pa tudi sovražno 
vedenje, ki je negativno za oba akterja (Hamilton, 1964a; West in sod., 2006). 
 
Kooperacija je vedenje, ki poveča fitnes prejemniku, torej je lahko mutualistična ali 
altruistična, odvisno od posledic, ki jih ima na akterja (Hamilton 1964a; West in sod., 
2006). Pri mutualistični kooperaciji pride do neposrednega povečanja fitnesa, saj si 
organizmi vračajo usluge. Pri altruistični kooperaciji pa se poveča posredni fitnes osebka, 
ki dejanje izvaja, saj pripomore osebku, ki nosi iste gene kot on (West in sod., 2007a; West 
in sod., 2007b; Sachs in sod., 2004). Favoriziranje altruizma skozi evolucijo prikaže 
Hamilton (1964a, 1964b) s svojim pravilom  cx + ryx by > 0, kjer je rxy sorodnost med 
akterjem in prejemnikom (stopnja sorodnosti je merilo genetske podobnosti med dvema 
osebkoma; možnost, da je naključen gen prejemnika prisoten v identični kopiji v akterju). 
Pravilo vključuje tudi spremembo v fitnesu akterja (cx) in fitnesu prejemnika (by). 
Altruistično vedenje bo favorizirano med bolj sorodnimi organizmi in ko je zmanjšanje 
fitnesa akterja manjše, kot je povečanje v fitnesu prejemnika (Keller in Surette, 2006). Ker 
se mehanizem pojavlja med sorodnimi organizmi, ga je John Maynard Smith (Wynne-
Edwards, 1964) poimenoval »kin selection« ali sorodstvena selekcija. Obstaja pa tudi 
kooperacija, ki temelji na osnovi sorodnosti v enem samem genu ne glede na filogenetsko 
sorodnost – takim genom pravimo geni zelene brade ali »Green beard« geni. V tem 
primeru se akterji prepoznajo po lastnostih, ki jih zapisuje gen zelene brade in ta 
informacija povzroči kooperativnost (Hamilton, 1964a; Dawkins, 1976; Rushton in sod., 
1984; Brown in Buckling, 2008). 
 
Do kooperativnega vedenja pri mikroorganizmih pride zaradi potrebe po hrani, osvajanju 
novih ozemelj, virulenci, potrebi po pridobitvi železa, zaščiti, reprodukciji, komunikaciji, 
tvorbi biofilma in tvorbi plodišč (Strassmann in sod., 2011; Crespi, 2001). Za uresničitev 
teh ciljev je potrebna proizvodnja različnih molekul, ki se izločajo v okolje. Te snovi 
imenujemo skupne dobrine, saj se jih lahko poslužuje večina/vse bakterije, ki so v okolici, 
proizvajajo jih pa samo nekatere. To so ekstracelularni encimi, antibiotiki, molekule za 
zaznavanje kvoruma (angl. quorum sensing - QS), siderofori, eksopolisaharidi, toksini, 
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surfaktanti (Celiker in Gore 2013; Foster in sod., 2007; West in sod., 2007b; Velicer in 
Vos, 2009; Crespi, 2001; West in sod., 2006; Brown in Buckling, 2008). Kooperacijo so 
opisali že pri veliko različnih organizmih. Pseudomonas aeruginosa je sposobna tvorbe 
sideroforov, biofilma, rojenja in QS (Griffin in sod., 2004; Foster, 2010; Kohler in sod., 
2000), bakterija Myxococcus xanthus je sposobna rojenja in izgradnje večceličnih plodišč 
(Velicer in Yu, 2003), Proteus mirabilis pa rojenja (Dienes 1946; Dienes 1947; Budding in 
sod., 2009). Prav tako kooperacijo najdemo pri evkariontskih celicah: Dictyostelium 
dyscoideum je prav tako sposobna tvorbe plodišč (Bonner in Savage, 1947), 
Saccharomyces cerevisiae pa se s pomočjo zgoraj omenjenih genov zelene brade združuje 
v skupke (flokulacija) (Smukalla in sod., 2008). Kooperativno vedenje B. subtilis je 
sposobnost kompetence (Dubnau, 1991), rojenje (Kearns in Losick, 2003) in tvorba 
biofilma (Vlamakis in sod., 2008). 
 
2.4.1 Sistemi sorodstvenega razlikovanja (kin discrimination systems) 
 
Predpostavlja se, da sorodstvena selekcija (angl. kin selection) deluje, če je aktiven eden od 
dveh mehanizmov: sorodstveno razlikovanje (ko lahko osebek loči med sorodnimi in 
nesorodnimi samemu sebi (Strassmann, 2011; Lyons in sod., 2016) ali s pomočjo omejene 
razpršitve (angl. limited dispersal - sorodni osebki se držijo eden zraven drugega) 
(Hamilton, 1964). 
 
Poznamo več sistemov sorodstvenega razlikovanja (Lyons in Kolter, 2015; Patra in sod., 
2017). Večina organizmov prepoznava sorodne celice s polimorfnimi ekstracelularnimi 
receptorji, ki se vežejo s proteini na sosednji celici, ki imajo identično sekvenco. Primere 
takega prepoznavanja najdemo pri S. cerevisiae (Smukalla in sod., 2008), D. discoideum 
(Benabentos in sod., 2009) in M. xanthus (Pathak in sod., 2013). Na drugi strani pa imata 
B. subtilis (Lyons in sod., 2016) in P. mirabilis (Alteri in sod., 2013; Hood in sod., 2010; 
Gibbs in sod., 2011) sistem sorodstvenega razlikovanja, ki temelji na produkciji različnih 
antibiotikov in toksinov, katerih izločanje povzroči nastanek mejne linije. Ob stiku dveh 
»non-kin« rojev prihaja do ubijanja »non-kin« celic. Tudi CDI (angl. contact dependent 
inhibition) so kategorizirali kot sisteme, ki bi lahko sodelovali pri sorodstvenem 
razlikovanju, saj služijo kot orožje proti tistim, ki ne nosijo odpornosti na toksin, povezan s 
CDI. Našteti faktorji (lokusi sorodstvenega razlikovanja – KDL) lahko pripomorejo k 
prepoznavanju sorodnosti. 
 
2.4.1.1 CDI sistemi 
 
Aoki (2005) je s sodelavci odkrila mehanizem intercelularne komunikacije pri bakteriji E. 
coli, tako imenovan sistem kontaktno odvisne inhibicije rasti (CDI). Sistem CDI je 
sestavljen iz dvokomponentnega sistema CdiB/CdiA. CdiB omogoča izločanje 
eksoproteina CdiA, ki s C-terminalnim delom (CdiA-CT) inhibira rast sosednjih celic. Na 
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lokusih cdi so zapisani tudi proteini imunosti, ki preprečujejo avtoinhibicijo (Aoki in sod., 
2010). Sistemi so polimorfni v C terminalnem delu proteina CdiA in v proteinih imunosti 
(Aoki in sod., 2010; Anderson in sod., 2014; Ruhe in sod., 2013). 
 
CdiA podobne proteine najdemo tudi med proteini Rhs po Gramu negativnih bakterij in 
proteini WapA po Gramu pozitivnih bakterij. Prav tako kot proteini CdiA imajo proteini 
Rhs in proteini WapA polimorfno C-terminalno regijo (Rhs-CT/WapA-CT). Ti sistemi 
kodirajo tudi polimorfne proteine imunosti (RhsI/WapI), ki celico varujejo pred 
avtoinhibicijo (Poole in sod., 2011). Ker ene najdemo pri po Gramu pozitivnih, druge pri 
po Gramu negativnih bakterijah, ti sistemi uporabljajo različne mehanizme za prehod 
membrane tarčnih celic. Toksini Rhs pridejo v celico s pomočjo sistema za izločanje tipa 6 
(angl. type six secretion; T6S sistem). Injicirani so lahko v različne po Gramu negativne 
vrste in evkarionte. Proteini WapA pa se verjetno vežejo na celične receptorje na površini 
tarčnih celic. Povezava receptorja in liganda je specifična, tako da lahko predvidevamo, da 
je inhibicija s pomočjo WapA možna le pri ozko sorodnih bakterijah (Koskiniemi in sod., 
2013). 
 
Med sisteme CDI uvrščamo tudi proteine MafB, proteine bogate z Ala-Pro in proteine s 
Pfam PF04740 iz družine transpozaz. PF04740 so prisotni pri vrstah iz rodov Bacillus, 
Listeria, Clostridium in Streptococcus. Konkreten primer proteinskih parov toksin-
antitoksin, ki so podobni sistemu CDI so YobL-CT/YobK, YxiD-CT/YxxD in YqcG-
CT/YqcF, ki so jih našli v bakteriji Bacillus subtilis 168 (Holberger in sod., 2011).    
 
2.4.1.2 Toksin-antitoksin sistemi  
 
Bakterijski sistemi toksin-antitoksin (TA) so raznoliki in zelo razširjeni med prokarionti. 
Zgrajeni so iz tesno povezanih genov, med katerimi prvi kodira stabilen toksin, ki lahko 
škoduje gostiteljski celici, drugi gen pa kodira labilni antitoksin, ki obvaruje gostiteljsko 
celico pred toksinom. Najprej so jih odkrili na plazmidih, prisotni pa so tudi na 
kromosomih. Iz celice do celice naj bi prehajali s horizontalnim genskim prenosom (HGT) 
ali vertikalno (van Melderen in Saavedra De Bast, 2009; Brantl in Muller, 2019). Tarče 
toksinov so različne. Negativno delujejo na DNA replikacijo, stabilnost mRNA ali DNA, 
sintezo proteinov, biosintezo celične stene, celično membrano in ATP sintezo (Brantl in 
Muller, 2019).  
 
Trenutno je znanih 6 različnih sistemov TA, ki se med seboj razlikujejo po načinu 
inaktivacije toksina in po sestavi. Tip I in tip III vsebujeta antitoksina, ki sta RNA narave, 
preostali sistemi imajo antitoksin proteinske narave.  
 
V B. subtilis so odkrili sistema TA tipa I in tipa II: 
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Leta 2005 so odkrili prvi sistem TA tipa I v B. subtilis (txpA/ratA) (Silvaggi in sod., 2005). 
Kasneje so s transkriptomskimi in bioinformacijskimi analizami odkrili še 13 potencialnih 
sistemov TA tipa I. Štiri od teh so locirani na fagnih regijah (bsrG/SR4, bsrE/SR5, yonT-
yoyJ/SR6, bsrH/as-bsrH). Ostalih 9 morajo še potrditi kot sisteme TA. Glede na poravnave 
njihovih sekvenc lahko sisteme TA tipa I B. subtilis razdelimo v 4 skupine: TxpA/BsrG, 
BsrH/BsrE, YonT in YheZ (Durand in sod., 2012; Brantl in Müller, 2019). Sistemi TA tipa 
I naj bi se večinoma prenašali vertikalno (Harms in sod., 2018). 
 
Prvi sistem TA tipa II, ki so ga odkrili v B. subtilis je SpoIISA ((YkaC)/SpoIISB/SpoIISC). 
Odkrili so ga leta 2001 (Adler in sod., 2001). Kasneje, leta 2005 so odkrili še sistem  
NdoAI/NdoA in leta 2012 6 novih potencialnih sistemov TA tipa II: YqcG/YqcF, 
YokI/YokJ, YobL/YobK, Yxid/YxxD, YeeF/YezG, in YwqJ/YwqK. Vsi razen 
YqcG/YqcF in YokI/YokJ, ki sta kodirana v fagnih regijah, so kodirani na kromosomu 
(Holberger in sod., 2011; Brantl in Müller, 2019). Za TA sisteme tipa II še posebej velja, 
da so povezani z mobilnimi elementi in se prenašajo horizontalno (Harms in sod., 2018). 
 
2.4.1.3 Protimikrobne molekule 
 
Protimikrobne molekule so skupina molekul bakterijskega obrambnega sistema. Poleg 
svoje toksičnosti na celice v svoji bližini imajo vlogo tudi pri drugih celičnih procesih, kot 
je nastanek biofilma, rojenje (lipopeptidi), vpleteni so pri kompetenci in delujejo kot 
feromoni pri QS (lantibiotiki) (Stein, 2005; Caulier in sod., 2019). 
 
Bacillus subtilis lahko proizvede zelo veliko protimikrobnih molekul različnih struktur. 
Geni, ki so odgovorni za produkcijo antibiotikov naj bi zavzemali 4-5% genoma B. subtilis 
(Stein, 2005). 
 
Caulier in sod. (2019) so protimikrobne molekule razdelili glede na njihovo biosintezno 
pot in kemijsko naravo na ribosomalno sintetizirane peptide, poliketide, neribosomalne 
peptide in hlapne snovi. Med ribosomalne peptide spadajo bakteriocini in encimi z 
antagonističnim delovanjem (npr. litični encimi). 
 
 
 
Slika 6: Sestava lokusa sbo-alb, ki kodira ribosomalno sintetiziran subtilozin A v B. subtilis (Stein, 2005). 
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MrsD, a member of the homo-oligomeric flavin-containing
cysteine decarboxylases (HFCD) family, catalyses the oxi-
dative decarboxylation of the C-terminal cysteine of the
mersacidin prepeptide. The dodecameric MrsD and its
closely relative EpiD involved in epidermin biosynthesis of
 
Streptococcus epidermidis
 
 represent the sole examples
of lantibiotic modifying enzymes with known three-dimen-
sional structures (Blaesse 
 
et al
 
., 2003).
 
Unusual lantibiotics
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b
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unusual for lantibiotics, two disulphide bridges (Fig. 2;
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., 2003) and thus, sublancin and the ‘proph-
age SP
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-mediated bacteriocin’ (Hemphill 
 
et al
 
., 1980) are
most probably the same compounds. An ABC transporter
(SunT) and two thiol-disulphide oxidoreductases (BdbAB)
belong to the sublancin locus (Fig. 2). Only BdbB seems
to be dedicated for sublancin production, most probably
for the formation of the disulphide bonds (Dorenbos 
 
et al
 
.,
2002). The BdbB paralogue BdbC protein is at least par-
tially able to replace BdbB in sublancin production, but
contrariwise BdbB cannot complement the function of
BdbC (competence development), showing that these two
closely related thiol-disulphide oxidoreductases have
different, but partly overlapping substrate specificities
(Kunst 
 
et al
 
., 1997; Dorenbos 
 
et al
 
., 2002). The SP
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 locus
including the sublancin gene cluster is not essential for
 
B. subtilis
 
 survival (Westers 
 
et al
 
., 2003). However, it
contains yet unidentified genes mediating resistance
against sublancin action. One attractive hypothesis is that
sublancin might contribute to the survival of bacterioph-
age, e.g. that sublancin kills only non-lysogenized cells
and thus, enriching the per cent of a lysogenized 
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(Zheng 
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., 1999; Stein 
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., 2004) has a macrocyclic
 
Fig. 2.
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lantibiotic and lantibiotic-like peptides are given along with schematic structure representations of the matured peptides. Colour code: black, 
structural genes and genes specifying proteins involved in post-translational modification and transport; grey, regulatory genes; filled boxes, 
immunity genes. Numbers correspond to the size of the gene clusters (in kilobases, kb). A–
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Neribosomalne peptide se v industriji uporablja kot antibiotike, siderofore, surfaktante, 
pigmente, imunosurpresorje ali molekule s protitumorskim delovanjem. Glede na njihovo 
sintezno pot se delijo na dve skupini: lipopeptide in siderofore (Caulier in sod., 2019).  
 
  
Slika 7: Sestava lokusa srf, pps in dhb v B. subtilis (Stein, 2005) 
 
2.4.2 Sorodstveno razlikovanje pri B. subtilis 
 
Sevi B. subtilis se obvarujejo pred »non-kin« z različno kombinacijo KDL. Lyons in sod. 
(2016) so raziskali 52 genomov različnih sevov B. subtilis in zaključili, da bi kombinatorni 
sistem 23 KDL lahko bil mehanizem sorodstvenega razlikovanja, ki prepreči razrast 
»goljufov« in posledično neželeno izrabljanje skupnih dobrin s strani »goljufov« (Lyons in 
sod., 2016); vendar jasnih dokazov za ta zaključek še ni. Na sliki 8 je razvidno, da bolj 
sorodni sevi vsebujejo bolj podobno različico KDL, kot manj sorodni sevi, torej naj bi 
prisotnost/odsotnost genov KD korelirala s sorodnostjo sevov.  
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Slika 8: Korelacija genov KD s filogenijo (A) Prikaz prisotnosti/odsotnosti genov KD v 52 različnih sevih B. 
subtilis v primerjavi z njihovo sorodnostjo. Siva barva nakazuje na prisotnost gena, bela pa na odsotnost. 
Sevi so obarvani glede na filogenetske gruče, ki so prikazane tudi na (B) filogenetskem drevesu narejenem na 
podlagi zaporedja gyrA 52 sevov B. subtilis. Na desni strani so napisane podvrste B. subtilis (Lyons in sod., 
2016). Sevi so obarvani v modrih odtenkih glede na klastre v katere spadajo.  
Mejo, kdaj sta celici »kin« oz. »non-kin« so postavili Štefanič in sod. (2015), ki so 
analizirali 39 izolatov B. subtilis pridobljenih iz 1 cm3 zemlje ob reki Savi. Naredili so 741 
poskusov rojenja parov sevov (vsak sev z vsakim) in opazovali tvorbo linije oz. zlitje med 
roji sevov (slika 9). Pokazali so, da fenotip (rojenje - +/- linija) korelira s sorodnostjo 
sevov. Roja sevov ki sta si visokosorodna se zlijeta med sabo, medtem ko do zlitja ne pride 
med sevi z nižjo sorodnostjo (do zlitja med sevi ni prišlo pod 99,5 odstotno sorodnostjo 
med sevi) (slika 10).  
 
 
 
Figure S5, Related to Figure 7. Full search results of antimicrobial genes. 
A) Expanded version of Figure 7A table. Strains are color-coded according to phylogenetic clusters in (B); those to 
the left of the vertical line have gyrA sequences identical to NCIB 3610. 
B) Maximum-likelihood phylogenetic tree of all 52 B. subtilis strains with sequenced genomes, based on full-length 
gyrA alignment. Numbers at nodes represent bootstrap values based on 500 iterations. The recognized subspecies 
within B. subtilis are indicated at right. 
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Slika 9: Fenotip sorodstvenega razlikovanja med rojenjem B. subtilis. (A) Črna puščica nakazuje na črto, ki 
se tvori med rojenjem med “non-kin” sevoma. Bela črta pa prikazuje zlitje rojev dveh različnih sevov (»kin). 
(B) bližji prikaz tvorbe linije (črna puščica) in zlitja (bela puščica). Siva puščica prikazuje vmesno stanje 
(med tvorbo linije in zlitjem) (Štefanič in sod., 2015). 
 
 
Slika 10: Razporejenost fenotipov roječih sevov (zlitja, vmesno stanje in tvorba linije) v primerjavi s 
sorodnostjo sevov (Štefanič in sod., 2015). Modra barva prikazuje linijo med sevi, rdeča vmesno stanje, 
rumena pa zlitje sevov. Sorodnost so določili na podlagi štirih genov HK (dnaJ, gyrA, recA, rpoB). 
 
Veliko ugibanj je, kaj privede do takšne raznolikosti nabora genov KD in kaj so selekcijski 
pritiski za ohranitev te raznolikosti. Štefanič in sod. (2019) so testirali pojav horizontalnega 
genskega prenosa (HGT) med »kin« in »non-kin« sevi in ugotovili, da pride do 
povečanega privzemanja DNA med »non-kin« sevi, kar bi lahko vodilo v večjo raznolikost 
genoma (slika 11). 
 
Arabidopsis thaliana roots. Therein, kin strains coexisted close to
each other, whereas nonkin strains generally did not. These ob-
servations suggest that antagonistic interactions among nonkin may
shape B. subtilis sociality in a setting other than meeting swarms.
Methods
Strains and Media. Strains used in this study and construction of their mutant
derivatives are described in Table S1. Briefly, 39 B. subtilis wild-type strains
isolated from two samples of 1 cm3 of soil from the sandy bank of the Sava
River in Slovenia (21) were used. For fluorescence visualization and plant root
experiments, wild-type B. subtilis strains were tagged with a yfp gene linked to
a constitutive promotor (p43), yfp and cfp genes linked to the biofilm acces-
sory protein (tapA) promoter, and the red fluorescent protein (mKate2) gene
linked to a constitutive hyperspank promotor (SI Methods). Swarming assays
were performed on swarming agar (SI Methods).
Swarm Boundary Assay. For testing discrimination between approaching swarms
of different B. subtilis isolates, 7- or 9-cm plates containing B-medium with 0.7%
agar were always prepared fresh. Strains were inoculated from fresh LB plates
into 3 mL of B-medium and shaken overnight at 37 °C. Overnight cultures were
then diluted to 10−4, and 2 μL were spotted on the plates at different locations.
Plates were then dried for 5 min, incubated for 2 d at 37 °C, and photographed.
The phenotypes of the meeting swarms were assigned from the photos.
Sequencing of recA Houskeeping Gene and Construction of a Phylogenetic Tree
of Four Concatenated Genes. The recA genes of 39 riverbank and 14 desert
B. subtilis isolates were amplified by PCR targeting positions 4–1041 of the
recA gene (SI Methods). The phylogenetic tree of the four concatenated
housekeeping genes was drawn using the minimum evolution method in
Mega 4.0 software (SI Methods).
Nucleotide Sequence Accession Numbers. Accession numbers of the riverbank
and reference partial recA nucleotide sequences have been deposited in
GenBank under the accession numbers KR820450–KR820491.
Data Analysis. Sequences of the four concatenated housekeeping genes were
aligned using ClustalW (22) in BioEdit version 7.0.9.0 (23). Distance matrices
were exported to Excel, where the data were analyzed and graphically
presented. To calculate Pearson correlation coefficients between the nucleo-
tide identity of the four concatenated genes and the swarm interaction phe-
notypes, the three phenotypes were given the number values as follows:
Merging was considered as complete swarming compatibility, to which a value
of 1 was assigned; a clearly visible boundary as no swarming compatibility, to
which a value of 0 was assigned; and the swarming compatibility between the
strains that formed the intermediate phenotype was set to 0.5. Recognition
network was conducted in Cytoscape software platform (24).
Plant Colonization Experiments. Sterilized A. thaliana Col-0 seeds were ger-
minated on Murashige–Skoog medium (Sigma) supplemented with 0.05%
glucose and 0.5% plant agar for 6–8 d in a growth chamber at 25 °C.
Seedlings were then suspended in 300 μL liquid minimal salts nitrogen glycerol
(MSNg) medium in a 48-well plate. Wells were inoculated to OD600 0.02 with
equal parts of each bacterial strain, and incubated overnight (15–16 h) with
gentle shaking (3 × g) at 25 °C. Plants were then taken out and set on a slide for
epifluorescent microscopic imaging of the entire root, from which single images
were selected. Each strain combination was tested on three separate roots per
experiment, and each experiment was repeated twice. For these experiments,
only a subset of strain combinations, which were representative of each swarm
interaction phenotype (merging, intermediate, and full boundary), were se-
lected, and the selected strains were affiliated with the three different puta-
tive ecotypes (PEs): PS-216, PS-13, PS-18, and PS-51 from PE10; PS-218 and PS-53
from PE32; and PS-196 and PS-209 from PE22. Additionally, the selection was
limited to the strains from our collection, which were naturally transformable,
thus simplifying strain constructions.
Results
Boundary Line Formation Between Swarms of B. subtilis Soil Isolates.
Swarming is a social event, where cells actively and cooperatively
move over surfaces colonizing new territory in search of new
nutrients. Here we examined interactions between swarms of
39 B. subtilis microscale soil isolates. Although swarms of the
same strain always merged, we repeatedly observed a visible
boundary at the meeting point of most nonself strains (Fig. 1A).
Although we could determine whether or not the dendrites of
the two swarms merged, there was considerable variability in the
boundary phenotype of different strain combinations (Fig. 1B).
Boundaries ranged from very clear and rather striking lines,
which we refer to as “boundary” lines (black triangle in Fig. 1B) to
those that were less striking but still visible, which we refer to as
“intermediate” lines (gray triangle in Fig. 1B). In general, merging
or boundary lines were highly reproducible, whereas combinations
giving intermediate lines were more variable and had to be re-
peated more than two times before they were properly c teg rized.
The small inconsistencies and the differences between the bound-
aries could also be due to minor difficult-to-control environmental
changes during cultivation, as was reported in P. mirabilis, where
strains subjected to a different cultivation temperature completely
lost the ability to identify nonself (25).
To check whether these boundary lines really represented terri-
torial limits between the strains, fluorescent markers were intro-
duced into a set of strains and photos were taken by fluorescent
stereoscope (Fig. 1C). Fluorescent images indicated that the two
swarms did not mix when the boundary line or the intermediate line
formed between them. The boundary line was associated with a clear
zone between two swarms where little or no fluorescent cells were
detected, whereas in the case of the intermediate line, cells were still
visible in the zone between swarms as though they were in contact
but did not mix. In contrast, swarms of identical strains showed a
clearly visible, albeit spatially limited, zone of intermixing, probably
due to the area exclusion principle. Therefore, some degree of ter-
ritoriality on the semisolid medium is maintained simply by the “first
come, first served” rule. However, when nonself swarms meet, a
specific mechanism that prevents mixing between the two strains and
promotes formation of the visible boundary lines takes place.
Swarms Affiliated with Different Ecotypes Recognize Each Other as
Nonkin. Our collection of 39 B. subtilis strains was isolated from
two closely located 1-cm3 soil samples (21) where strains in close
proximity may have had a history of interaction. The collection is
therefore ideal to correlate swarming interactions with other
properties of the strains such as genetic relatedness and ecotype
affiliations. To test this, we examined 39 isolates by swarming
assay in all 741 pairwise combinations (780 combinations in-
cluding self–self pairs). All combinations were tested at least
twice. Overall, 68% of pairwise combinations formed boundary
Fig. 1. Different phenotypes of approaching B. subtilis swarms. (A) Merging
swarms (white mark) and swarms forming a boundary (black mark) on a 9-cm-
wide plate. (B) Close-up of boundary formation on the Left (black mark), in-
termediate lines in the Middle (gray mark), and merging on the Right (white
marks). (C) Swarms of B. subtilis strains constitutively expressing yellow or red
fluorescent proteins, imaged under a stereomicroscope. (Scale bar, 1 mm.)
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formed clear boundary lines (5 combinations out of 512) shared a
genetic identity of 0.999 or higher at these loci. In addition, 121
combinations showed an i termediate lin , and their genetic
identity ranged from 0.991 to 1 (Fig. 4). Overall, the average
identity of housekeeping genes between strains that me ged was
significantly higher than between strains that formed intermediate
or boundary lines (Fig. 5). We ther fore concluded that th swarm
discrimination phenotype correlates with relatedness at the level
of housekeeping genes (Pearson correlation r = 0.68), which
supports the hypothesis that the boundary line formation repre-
sents kin discrimination.
The clustering of strains into recognition groups 1, 2, 3, 6, 7, 8,
10, 11, and 12 was mostly consistent with their phylogenetic po-
sitions (Fig. 2A). The clustering was less consistent for groups 4, 5,
and 9, where we found interesting exceptions to the rule. For
example, PS-20 (group 4) show d 100% housekeeping gene
identity with PS-160 (group 5), but a clear boundary line was still
formed. Also, strains from group 9 with 100% core gene identity
mostly merged, but two strains, PS-11 and PS-261, deviated from
this rule by forming a intermediate line with other strains from
the group (Fig. 2B). Interestingly, PS-210, also belonging to group
9, is phylogenetically less related to the rest of group 9 (Fig. 2A),
yet it still merged with the strains of this group (Fig. 2B). Only one
true boundary formed between strains with 100% identity of the
housekeeping genes (PS-20 and PS-160), whereas merging never
occurred between strains with identity lower than 99.5% (Fig. 4).
These observations suggest that other loci outside the core ge-
nome ontribute to kin discrimination phenotype and that com-
plete information, although helpful, cannot be obtained by
phylogenetic analysis of four housekeeping genes. This is a com-
mon problem in kin discrimination systems, as it can be hard for
the genes determining phylogenetic relatedness to be in perfect
accord with the rest of the genome (3, 27), ut the B. subtilis
system overall is very accurate.
Coinoculations on Plant Roots. Having established a genetic corre-
lation to the interactions of swarms on agar plates, we wondered
what effect relatedness would have on the lifestyle of B. subtilis in
a setting other than swarms meeting in a Petri plate. Because
B. subtilis is primarily a soil bacterium and is often found associ-
ated with plants, we used an A. thaliana root colonization assay to
explore the behavior of kin and nonkin strains in coinoculation
experiments. In this assay, B. subtilis cells incubated in liquid con-
taining an A. thaliana seedling swim toward the plant and form a
biofilm on its root (28). The question was whether nonkin pairs, as
determined in the swarm assay, might not cocolonize on the same
regions of a root and whether kin strains would show a stronger
tendency to mix.
We inoc lated plants with equal mixtures of two strains
expressing different color fluorescent proteins and then imaged
the cells growing on the roots with epifluorescent microscopy.
First, we tested the potential differences in ability of different
strains to colonize the root as monocultures. Approximately equal
colonization of the roots was found, indicating there is no major
interstrain difference in ability to attach and grow on A. thaliana
(Fig. S1). When two isogenic but differentially labeled strains were
combin d, the resulting biofilm on the root contained similar
numbers of cells expressing each fluorophore and the cells were
spatially well mixed (Fig. 6A and Fig. S1).
The same pattern was seen when we mixed two strains whose
swarms merged on agar: PS-216 combined with either PS-13, PS-
18, or PS-51 formed a well-mixed biofilm with visually comparable
amounts of both strains attached to the root surface (Fig. 6B and
Fig. S2 A and B). However, when strains that formed boundaries
between their swarms were mixed, one of the strains dominated on
the roots. I the cases of PS-216 + PS-218 and PS-216 + PS-209,
one strain dominated over the other strain in every experiment,
with only a few cells of the minority strain seen on each root (Fig.
6 C and D). In the PS-216 + PS-53 and PS-216 + PS-196 nonkin
mixtures, the dominant strain varied from plant to plant (Fig. S2 C
and D). This implies that the observed dominance is likely not
Fig. 4. Swarm interaction phenotype in relation to
phylogenetic relatedness of the interacting strains.
Distribution of the three different phenotypes of
meeting swarms in each bin of housekeeping gene
identity (concatenated dnaJ gyrA recA rpoB). Strains
with 99.9% identity and above generally merged
with each other, whereas a dramatic boundary line
usually formed between swarms showing 99.8% or
lower nucleotide identity. Above each column the
housekeeping genes identity is shown, and the num-
ber of pairwise combinations displaying each pheno-
type (merging, intermediate, and swarming) in each
phylogenetic group is indicated below.
Fig. 5. Average housekeeping gene identity of the pairwise strain combi-
nations for different interaction phenotypes. Average gene nucleotide val-
ues for the three phenotypes differ significantly (*P < <0.001). Error bars
represent SD of the average value.
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Slika 11: Frekvenca izmenjevanja DNA med sevi. (a) »Kin« oz. »non-kin« fenotip. Zelena barva prikazuje 
interakcijo identičnih sevov, modra interakcijo »kin« sevov in rdeča interakcijo »non-kin« sevov. (b) 
frekvenca izmenjevanja DNA med identičnimi sevi (zeleno), »kin« sevi (modro) in »non-kin« sevi (rdeče) 
(Štefanič in sod., 2019). 
 
2.5 GENOMSKI PROGRAMI IN ALGORITMI 
 
2.5.1 BWA 
 
BWA je paket programskih orodji, ki omogočajo kartiranje odčitkov, pridobljenih s 
sekvenciranjem, na referenčni genom. Pri vseh algoritmih mora BWA najprej narediti 
kazalo za referenčni genom (bwa index ref.fa). Nato se uporabi algoritem, ki 
ustreza podatkom (za daljše ali krajše odčitke). Primer ukaza za bwa-sw algoritem, ki fasta 
datoteko kartira na referenčni genom in vrne datoteko v SAM formatu (Li in Durbin 2009; 
Li in Durbin 2010): bwa bwasw ref.fa long_read.fq/fa > aln.sam. SAM 
(Sequence Aligment/Map) je vrsta datoteke za shranjevanje kartiranih odčitkov na 
referenčnem genomu. BAM (binary Aligment/Map) je binarna reprezentacija SAM 
formata in vsebuje enake podatke kot SAM. SAMtools pa je paket programskih orodji, ki s 
pomočjo različnih ukazov manipulira s poravnanimi odčitki v SAM/BAM formatu. Npr. 
ukaz view omogoča pogled vseh poravnav v izbrani datoteki (SAM/BAM/CRAM) ali 
željene regije. Prav tako omogoča spreminjanje med vrstami datotek SAM, BAM, 
CRAM). Ukaz sort sortira željeno datoteko. Ukaz index pa naredi kazalo (Li in sod., 
2009). 
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2.5.2 IGV 
IGV (Integrative Genomics Viewer) je program z grafičnim vmesnikom za vizualizacijo in 
raziskovanje podatkov visokozmogljivostnega sekvenciranja (HTS) na računalniku 
(Robinson in sod., 2011). Napisan je v programskem jeziku Java in ga lahko uporabljamo 
na vseh izmed glavnih operacijskih sistemov (Windows, Mac, Linux). Leta 2009 so uvedli 
podporo za ogled SAM/BAM datotek. Razvili so tudi določene funkcije za podporo 
tehnologij sekvenciranja dolgih odčitkov tretje generacije  (Thorvaldsdottir in sod., 1012; 
Robinson in sod., 2017).  
 
Slika 12: IGV – Integrative Genomics Viewer (prirejeno po Thorvaldsdottir in sod., 2012). 
 
2.5.3 MEGA 
Program MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) je napisan v C++ 
programskem jeziku. Razvili so ga v začetku 1990 let zaradi potrebe po statističnih 
analizah DNA in proteinskih zaporedij. Poseben poudarek ima pri rekonstrukciji 
filogenetskih odnosov med zaporedji. Omogoča pa tudi iskanje zaporedij na spletu ali 
nalaganje poljubnih sekvenc preko računalnika, poravnave zaporedij, izvajanje 
filogenetskih analiz, testiranje evolucijskih hipotez in prikaz obdelanih podatkov s 
pomočjo filogenetskih dreves in distančnih matrik (Kumar in sod., 1993; Kumar in sod., 
1994; Kumar in sod., 2008). 
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Filogenetsko drevo je grafični prikaz hipoteze o evolucijskih razmerjih med 
geni/proteini/taksoni in njihovimi hipotetičnimi skupnimi predniki (Felsenstein, 2004). 
Gradnja dreves na podlagi zaporedij DNA ali proteinov v programu MEGA poteka v štirih 
korakih (Hall, 2013). Najprej izbereš željene podatke (DNA ali proteinske sekvence), ki jih 
pridobiš preko interneta ali naložiš iz svojega računalnika v MEGA. Nato sekvence 
poravnaš z eno izmed dveh metod, ki sta na voljo, ClustalW (Thompson in sod., 1994) ali 
MUSCLE (Edgar, 2004). Tretji korak je ocena drevesa iz poravnanih sekvenc. V programu 
MEGA lahko izbiramo med različnimi metodami za izdelavo drevesa: Neighbor Joining 
(NJ) (Saitou in Nei, 1987), UPGMA (Sneath in Sokal 1963), Maximum Parsimony (Fitch, 
1971), Bayesian Inference (Rannala in Yang 1996; Mau in Newton 1997) in Maximum 
Likelihood (ML) (Felsenstein, 1981a; Felsenstein, 1981b). Distančne metode (UPGMA, 
NJ) pogledajo število razlik in naredijo distančno matriko – ne zanima jih kje se ne 
ujemajo, ampak samo število neujemanja. Maximum parsimony pravi, da je najbolj 
verjetna evolucijska pot tista, za katero je potrebno najmanjše število evolucijskih 
sprememb. Likelihood metode pa temeljijo na temu, da izračunajo verjetnost, da določeno 
drevo ustvari opazovane podatke. ML poišče drevo, ki najbolj ustreza danim podatkom 
(Delsuc in sod., 2005). Za izdelavo dreves si lahko izbereš tudi substitucijski model, ki 
predvideva kako se substitucije/spremembe v DNA dogajajo v času. Izbiraš lahko med 
mnogimi, naslednji pa so največ v uporabi; Jukes in Cantor model (1969), Kimura 2-
parameter model (1980), Tajima in Nei model (1985), Tamura in Nei model (1993) in 
HKY model (1985). Glede na podane podatke program preračuna kateri model bi bil 
najboljši za uporabo. Poleg tega lahko preveriš zanesljivost drevesa, ki bo nastalo. 
Največkrat uporabljen je bootstrap test (Felsenstein, 1985). Bootstrap deluje tako, da iz 
originalnih poravnanih podatkov jemlje stolpce in jih razporedi po naključnem vrstnem 
redu. To dela dokler ne doseže enakega števila stolpcev kot jih je v originalnem naboru 
podatkov. Naredi lahko več takšnih kopij originalnih podatkov (to določiš ti), večje kot je 
število ponovitev, daljši je čas izračunavanja in zanesljivejši so podatki. Vrednost, ki se bo 
izpisala na vozliščih na drevesu predstavlja delež bootstrap dreves, ki ustrezajo temu 
drevesu (Russo in Selvatti, 2018). Na koncu še predstaviš drevo tako, da bo na najboljši 
način prikazovalo informacijo, ki jo želiš poudariti.  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Sekvenciranje je potekalo s platformama Illumina (Illumina, Inc): Illumina MiSeq, Kit 
Nextera XT v2 parni odčitki, 2x250 bp, 500 ciklov in NANOpore (Oxford Nanopore 
Technologies Limited). Genomi B. subtilis v ».fasta« obliki so bili sestavljeni s pomočjo 
zaporedij pridobljenih iz sekvenciranja obeh platform (Štefanič, neobjavljeno). V vsakem 
od genomov je bilo več zaključenih in neprekinjenih linearnih odčitkov DNA (sosesk). 
 
Preglednica 3: Izolati bakterije Bacillus subtilis, katerih genome smo uporabili. 
Oznaka seva Vir Datoteka 
PS-11 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS11_1_S1_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS11.fasta 
PS-13 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS13_2_S2_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS13.fasta 
PS-15 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS15_3_S3_L001_contigs.fasta 
PS-18 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS18_4_S4_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS18.fasta 
PS-20 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS20_5_S5_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS20.fasta 
PS-24 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS24_6_S6_L001_contigs.fasta 
assembly_PS24.fasta 
PS-25 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS25_7_S7_L001_contigs.fasta 
assembly_PS25.fasta 
PS-31 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS31_8_S8_L001_contigs.fasta 
assembly_PS31.fasta 
PS-52 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS52_9_S9_L001_contigs.fasta 
assembly_PS52.fasta 
PS-53 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS53_10_S10_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS53.fasta 
PS-65 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS65_11_S11_L001_contigs.fasta 
assembly_PS65.fasta 
PS-68 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS68_12_S12_L001_contigs.fasta 
assembly_PS68.fasta 
PS-108 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS108_13_S13_L001_contigs.fasta 
assembly_PS108.fasta 
PS-160 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS160_14_S14_L001_contigs.fasta 
assembly_PS160.fasta 
PS-196 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS196_15_S15_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS196.fasta 
PS-209 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS209_16_S16_L001_contigs.fasta 
assembly_PS209.fasta 
PS-210 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS210_17_S17_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS210.fasta 
PS-216 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS216_18_S18_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS216.fasta 
PS-217 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS217_19_S19_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS217.fasta 
PS-218 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS218_20_S20_L001_contigs.fasta 
assembly_PS218.fasta 
PS-261 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 PS261_21_S21_L001_contigs.fasta, 
assembly_PS261.fasta 
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3.1 FILOGENIJA SEVOV  
 
Za izdelavo filogenetskega drevesa sorodnosti smo uporabili hišne (angl. housekeeping -  
HK) gene, ki so zbrani v preglednici 4. Vsi izbrani HK geni so hkrati tudi esencialni geni. 
 
Preglednica 4: HK geni, ki smo jih uporabili za izdelavo filogenetskega drevesa sorodnosti, njihov produkt, 
funkcija in referenca uporabe v raziskavah. 
Oznak
a gena 
Produkt gena Funkcija Uporabljeno v literaturi 
fabD malonyl CoA-acyl 
carrier protein 
transacylase (MCAT) 
biosinteza maščobnih 
kislin 
 
fusA elogancijski faktor G translacija Meerak in sod., 2007 
gyrA A podenota DNA 
giraze 
superzvijanje 
DNA/inicijacija 
replikacije DNA 
Štefanič in sod., 2015; Ansaldi in 
sod., 2002 
gyrB B podenota DNA 
giraze 
superzvijanje 
DNA/inicijacija 
replikacije DNA 
Caamaño-Antelo in sod., 2015 
prfA release factor 1 terminacija translacije  
rpoB RNA polimeraza (beta 
podenota) 
transkripcija Štefanič in sod., 2015; Ansaldi in 
sod., 2002 
rpoD sigma faktor SigA Iniciacija transkripcije Kamada in sod., 2015 
yycF odzivni regulator metabolizem celične 
stene 
 
 
Drevo smo naredili v programu MEGAX v operacijskem sistemu Linux, Ubuntu 18.04.4 
LTS. Najprej smo pri vsakem sevu sestavili vse HK gene skupaj in naredili supermatriko 
genov (fabD, fusA, gyrA, gyrB, prfA, rpoB, rpoD, yycF (13893 bp)). Nato smo 
supermatriko vseh sevov poravnali in v MEGAX kot najboljši substitucijski model glede 
na dane podatke določili TN93+G+I. Za izdelavo drevesa smo izbrali metodo Maximum 
Likelihood. Poleg tega smo ocenili zanesljivost drevesa z metodo bootstrap (500 
ponovitev). 
 
3.2 PRILEGANJE SOSESK VSEH SEVOV NA REFERENČNI GENOM IN ISKANJE 
GENOV KD 
 
Soseska (angl. contig) je neprekinjen linearen niz DNA ali RNA zaporedja. Fasta datoteke 
B. subtilis genomov smo z algoritmom BWA-SW 0.7.1 kartirali na referenčni genom (B. 
subtilis 168; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000964.3?report=fasta). Nato smo 
te datoteke s pomočjo orodja samtools sortirali in indeksirali (Priloga A), da smo lahko 
videli poravnave v IGV 2.8.0 programu, ki nam omogoča vizualizacijo 
prisotnosti/odsotnosti in podobnost genov do nivoja SNP (Slika 13 in 14). V omenjenem 
programskem okolju smo iskali gene KD pri vseh 21 sevih B. subtilis (glej poglavje 3.2.3). 
Zanimalo nas je: 
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- ali je določen gen prisoten pri vseh sevih (spada v skupni genom) 
- ali je določen gen prisoten samo pri nekaterih sevih in pri katerih (sevno specifičen) 
- ali obstaja več različnih variant istega gena (polimorfizem)  
 
 
Slika 13: Primer prileganih odčitkov dhb operona. Geni dhbA, dhbB, dhbC in dhbE so prisotni v vseh 21 
sevih B. subtilis. Barvne črtice predstavljajo polimorfizme posameznih nukleotidov (SNP –  angl. single 
nucleotide polymorphism). 
 
 
Slika 14: Primer prileganih odčitkov bsrH gena med sevi B. subtilis. Barvne črtice predstavljajo 
polimorfizme posameznih nukleotidov. Siva barva prikazuje prisotnost gena, bela pa njegovo odsotnost. 
bsrH
comS
ntdABC
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3.3 GENI KD, KI SODELUJEJO PRI SORODSTVENEM RAZLIKOVANJU 
 
Med kandidatne gene KD smo vključili potencialne gene, ki so znani kot antibiotiki, 
toksini ali sodelujejo pri odpornosti na antibiotike in so hipotetično odgovorni za 
kompeticijo med bakterijami. Poleg tega so ti geni običajno sevno specifični, kar pomeni, 
da bi lahko imeli pomen pri sorodstvenem razlikovanju. V analizo smo vključili vse gene, 
ki so jih analizirali že Lyons in sod., (2016) in tem dodali še dodatne gene, ki so bili 
prepoznani predhodno, da kodirajo protimikrobne molekule ali sisteme TA. Na primer med 
te sodijo sbo-alb (subtilosin), ytnP (laktonaza), xhlAB (litični encim), antibiotiku podoben 
killing factor Skf in Sdp protein, ki deluje skupaj s Skf (Caulier in sod., 2019; Krogh in 
sod., 1998; Stein, 2005). Pri poliketidih smo analizirali prisotnost molekule bacillaene 
(pksA-S), pri hibridu poliketida in neribosomalnega peptida pa kanosamine (ntdABC) 
(Caulier in sod., 2019). V analizo smo vključili še plipastatine (ppsA-E), surfaktin (srf), 
bacillibactin (dhb), bacitracin (bceAB, bcrC) in bacilysin (bac). Gene, ki smo jih vključili v 
analizo smo razdelili v dve skupini: 1. prisotne v vseh sevih; in 2. tiste, ki so sevno 
specifični in niso prisotni v vseh sevih. Geni, ki so prisotni v vseh sevih imajo poleg 
oznake gena napisano še njihovo velikost in zvezdico (preglednica 5).  
 
Preglednica 5: Geni KD, ki smo jih uporabili v analizi 
Oznaka 
gena 
Velikost 
gena 
Učinkovina Tip produkta Referenca 
xhlA* 270 bp PBSX profag ribosomalni peptid 
(litični encimi) 
 
Lyons in sod., 2016 
xhlB* 264 bp 
ytnP* 846 bp laktonaza ribosomalni peptid (QQ 
encim)  
Caulier in sod., 2019; 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene/?term=lactonase+bacillu
s+subtilis  
bacC* 768 bp bacilysin neribosomalni peptid 
(dipeptid) 
Steinborn in sod., 2004; 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene/?term=bacilysin+bacillus
+subtilis  
 
bacE* 1185 bp 
ppsE* 3840 bp plipastatine neribosomalni peptid 
(lipopeptid) 
Stein, 2005 
srfAD* 729 bp surfaktin neribosomalni peptid 
(lipopeptid) 
Stein, 2005 
srfP* 
(sinonim 
swrC, 
yerP)  
3159 bp 
dhbC* 1197 bp bacillibactin neribosomalni peptid 
(siderofor) 
Stein, 2005 
 
ntdB* 849 bp kanosamine hibrid: poliketid in 
neribosomalni peptid 
Lyons in sod., 2016; Vetter in 
sod., 2013 
 
          se nadaljuje...  
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Nadaljevanje preglednice 5: Geni KD, ki smo jih uporabili v analizi 
Oznaka 
gena 
Velikost 
gena 
Učinkovina Tip produkta Referenca 
pksF* 1248 bp bacilaene poliketid Vargas-Bautista in sod., 2013 
bpsA* 1098 bp poliketidna sintaza  http://www.subtiwiki.uni-
goettingen.de/v3/gene/view/7
D90F7AF49BAD6A95731BF
805991DEBBBCAFA46C  
ytpA* 780 bp bacilysocin protimikrobni fosfolipid Lyons in sod., 2016; Tamehiro 
in sod., 2002 
ytpB* 1104 bp   Kingston in sod., 2014 
bsrE  Tip I TA toksin Brantl in Müller, 2019 
as-bsrE  antitoksin 
bsrH  Tip I TA toksin 
as-bsrH  antitoksin 
txpA  Tip I TA toksin 
ratA  antitoksin 
yonT  Tip I TA toksin 
as-yonT  antitoksin 
yoyJ  potencialni toksin 
ndoA* 351 bp Tip II TA toksin Brantl in Müller, 2019 
ndoAI* 282 bp antitoksin 
spoIISA* 747 bp Tip II TA toksin 
spoIISB* 171 bp antitoksin 
yobL  Tip II TA toksin 
yobK  antitoksin 
yqcG  Tip II TA toksin 
yqcF  antitoksin 
yxiD  Tip II TA toksin 
yxxD  antitoksin 
yitM* 585 bp biofilm toksin toksin http://www.subtiwiki.uni-
goettingen.de/v3/category/vie
w/SW%204.3.17  
yitQ* 930 bp protein imunosti 
sdpA  kanibalizem toksin 
(ubijanje 
nesporulirajočih 
sestrskih celic) 
izgradnja SdpC toksina Lyons in sod., 2016 
sdpB  izgradnja SdpC toksina 
sdpC  toksin 
sdpI  protein imunosti 
sdpR  transkripcijski regulator 
skfA  kanibalizem toksin ubijanje spor  
skfB  izgradnja SkfA toksina 
skfC  mogoče upleten pri 
ubijanju spor 
skfE  ABC transporter 
skfF  
skfG  neznano 
skfH  
wapA  CDI sistem CDI protein Lyons in sod., 2016 
wapI  protein imunosti 
*Z zvezdico so označeni geni, ki so prisotni v vseh analiziranih genomih. Oranžna barva prikazuje 
antibiotike, modra sisteme TA, vijola toksine in svetlo zelena sistem CDI. 
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3.3.1 Geni KD prisotni v vseh sevih 
 
Za rekonstrukcijo drevesa iz genov KD prisotnih v vseh sevih smo uporabili program 
MEGAX. Prav tako smo gene poiskali v MEGAX s pomočjo oligonukleotidnih 
začetnikov. Podatke za le-te smo dobili na spletni strani http://subtiwiki.uni-goettingen.de/. 
Za izdelavo drevesa smo izbrali združevalni pristop (angl. concatenation approach) 
(Gadagkar, 2005). Najprej smo pri vsakem sevu sestavili vse gene skupaj in naredili 
supermatriko (supermatrix04) 
:Supermatrix04:xhlA_xhlB_ytnP_bacC_bacE_ppsE_srfAD_srfP_dhbC_ntdB_pksF_bpsA_
ytpA_ytpB_ndoA_ndoAI_spoIISA_spoIISB_yitM_yitQ (20403 bp). 
 
Nato smo supermatriko vseh sevov poravnali in pogledali kakšen je najboljši substitucijski 
model glede na dane podatke. Za izdelavo drevesa smo izbrali Maximum Likelihood 
metodo. Poleg tega smo ocenili zanesljivost drevesa z bootstrap metodo (500 ponovitev). 
 
Med sevi smo določili sorodnost na nivoju genov KD s primerjanjem zbirke naših sevov z 
Bacillus subtilis 168 in tudi sorodnost, kjer smo primerjali naše seve med seboj. Naredili 
smo primerjalno analizo sevov v programu IGV, ki prikazuje število SNP glede na B. 
subtilis 168, jih prešteli in vpisali v tabelo (Slika 18), ter analizo, ki prikazuje število SNP 
med sevi iz zbirke.  
 
3.3.2 Geni KD prisotni samo v nekaterih sevih 
 
Gene, ki niso prisotni v vseh sevih smo razporedili v tabelo, kjer smo označili prisotnost(1) 
ali odsotnost(0) določenega gena. Tako smo dobili 0/1 matriko s katero smo lahko v 
programskem okolju R s pomočjo paketov »ape 5.4«, »phangorn 2.5.5«, »phytools 
0.7.47«, »geiger 2.0.7« in »xlsx 0.6.3« rekonstruirali dendrogram narejen iz genov KD, ki 
niso prisotni v vseh sevih (Priloga B, B1). 
 
 
 
  
Murovec U. Bioinformacijska analiza genomov talnih izolatov Bacillus subtilis. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
24 
4 REZULTATI 
 
4.1 SORODNOST SEVOV 
 
V magistrski nalogi smo želeli na podlagi 8-ih hišnih genov določiti sorodnost med 21-timi 
sevi B. subtilis. Filogenetsko drevo smo izdelali z namenom primerjave filogenije s 
fenotipom rojenja B. subtilis.  
 
 
Slika 15: Filogenija nabrežnih sevov B. subtilis (A) Filogenetska rekonstrukcija iz štirih HK genov (gyrA, 
rpoB, dnaJ in recA; 3412 bp) 39 izolatov B. subtilis (Štefanič in sod., 2015). (B) Filogenetsko drevo narejeno 
z 8 HK geni (fabD, fusA, gyrA, gyrB, prfA, rpoB, rpoD, yycF; 13893 bp) 21 izolatov B. subtilis. V isti skupini 
so sevi, katerih roji se združujejo med rojenjem. Različni ekotipi so prikazani v treh različnih barvah 
(rumena, modra, zelena). Za rekonstrukcijo drevesa je bila uporabljena metoda Maximum Likelihood. 
Zanesljivost drevesa smo ocenili z metodo bootstrap (500 ponovitev). 
 
Pridobljeno drevo smo razdelili v 9 podskupin (Slika 15B), v vsaki podskupini so le tisti 
sevi, katerih roji se združujejo med rojenjem. Skupine so označene z enakimi imeni in 
enakimi barvami, kot v analizi Štefanič in sod. (2015) (Slika 15A), vendar smo pri naši 
analizi uporabili manj sevov (21 od 39) in posledično dobili tudi manj pod-skupin. Na 
desnem drevesu so sevi razporejeni v iste skupine kot na levi, torej sta drevesi skladni. 
 
4.2 ANALIZA SORODNOSTI NA PODLAGI GENOV KD 
 
Za lažjo predstavo vseh genov na genomu bakterije B. subtilis smo v programu SnapGene 
poiskali vse izbrane gene KD in jih različno obarvali glede na funkcijo, ki jo predstavljajo. 
Rdeče obarvani geni predstavljajo protimikrobne molekule, modri so sistemi TA tipa I, 
zeleni pa sistemi TA tipa II. Sistem CDI je rumene barve, toksini so vijolične in sive barve 
(sivih nismo vključili v našo analizo). 
 
lines, 16% formed intermediate lines, and 16% merged. We
identified 12 different recognition groups among 39 isolates, with
a median of two strains per group (Fig. 2), indicating a high
threshold for merging between swarms.
These strains have b en previ usly classified into three eco-
logically distinct groups (ecotypes): PE10, PE22, and PE32 (26)
(Fig. 2A, blue, green, and yellow boxes). We therefore speculated
that ecologically different strains would discriminate one from an-
other and thus form a boundary line at the contact point of the two
swarms. Consistent with our prediction, swarms of different eco-
types never merged, whereas merging strains were always from the
same ecotype (Fig. 3). However, more than one recognition group
was observed within ecotypes PE22 and PE32 (Fig. 2). Strains of
PE32 formed nine separate recognition groups (1, 2, 4–8, 11),
whereas four strains of PE22 formed three groups, suggesting a
high diversity of swarming interactio s can exist within ecotypes. In
contrast, most strains of PE10 merged their swarms and fell in a
single recognition group. There were only two outliers, PS-11 and
PS-261, which sometimes formed intermediate phenotypes with
some of the PE10 strains. This could be the early stages of sepa-
ration of these strains into a new group. Based on these results, we
concluded that affiliation with an ecotype is not sufficient to predict
merging of swarms, but if two strains are classified into different
ecotypes, they will always discriminate between each other.
Swarm Interaction Phenotype Correlates with Genetic Relatedness.
The ability to discriminate those who are genetically dissimilar
could stabilize cooperation among kin during swarming. We hy-
pothesized that strains that merged on swarming agar were geneti-
cally kin, whereas those that formed a boundary line or intermediate
line were nonkin. To test this, we ask d whether phylogenetic re-
latedness correlated with the three different swarming interaction
ph notypes: merging of swarms, intermediate line form tion, or
boundary line formation. To test this, we aligned four concatenated
partial housekeeping genes (gyrA, rpoB, dnaJ, and recA; 3,412 bp
total) by ClustalW (22). Pairwise distances were rounded off to three
decimal digits and grouped in intervals of 0.001 nucleotide iden-
tity. In Fig. 4, distributions of swarming interaction phenotypes in
each of the pairwise identities of the 741 strain combinations are
shown. The distribution of the three swarming interaction phe-
notypes in each phylogenetic identity group varied considerably,
indicating that the diversity within our collection of strains is in the
right range to test for in effects. Out of 118 merging swarm
combinations, 100 had at least 0.999 identical housekeeping genes.
Some merging strain pairs showed lower nucleotide identity,
namely 15 strains from recognition group 9 that merged with PS-
210 and three strains from recognition group 4 that merged with
PS-20 (Fig. 2B), where the lowest identity associated with merging
was still 0.995 (Fig. 4). In contrast, only 1% of strain pairs that
Fig. 2. Recognition groups of a sympatric B. subtilis population. (A) Phylogenetic reconstruction of four concatenated housekeeping genes (gyrA, rpoB, dnaJ,
and recA; 3,412 bp) from the 39 B. subtilis microscale soil isolates. Ecotypes are designated by different colors (blue, PE10; green, PE22; yellow, PE32), and
swarming recognition groups are indicated on the Right. (B) Recognition network of the microscale soil isolates. Connected nodes represent strains with
merging sw rms; no connection indicates intermediate or fu l boundary formation. Colors depict different ecotypes.
Fig. 3. Boundary formation between and within ecotypes. The percent of
swarm pairs displaying each phenotype from every ecotype combination, with
the total number of combinations given above each column. Boundary lines
(blue) and intermediat lines (red) always form between strains of different
ecotypes, and merging swarms (yellow) occur only within the same ecotype.
14044 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1512671112 Stefanic et al.
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Slika 16: Prikaz genov KD, ki smo jih uporabili v analizi, na genomu B. subtilis 168 
 
Protimikrobne molekule so enakomerno razporejene čez cel genom B. subtilis, prav tako so 
tudi sistemi TA tipa II (zeleni) enakomerno razporejeni čez cel genom. Sistemi TA tipa I 
(modro) so predvsem v središču genoma (Slika 16). 
 
4.2.1 KD geni prisotni v vseh sevih 
 
Izdelali smo drevo podobnosti na podlagi genov KD prisotnih v vseh 21 sevih B. subtilis. 
Drevo smo naredili iz 20 sestavljenih genov KD. Vsi geni, njihova velikost in sosledje v 
supermatriki so prikazani v preglednici 6.  
 
Preglednica 6: geni KD, prisotni v vseh sevih, ki smo jih uporabili za rekonstrukcijo drevesa podobnosti. 
 
          se nadaljuje... 
Gen Velikost 
gena  
Funkcija 
xhlA 270 bp Liza celice 
xhlB 264 bp Liza celice 
ytnP 846 bp Inaktivacija zaznavanja kvoruma (N-acyl-homoserin 
laktonaz) 
bacC 768 bp Sinteza bacilysina 
bacE 1185 bp Protein za izločanje bacilysina 
ppsE 3840 bp Sinteza plipastatina 
srfAD 729 bp Sinteza surfactina 
srfP (srwC, yerP) 3159 bp Protein za izločanje surfactina, verjetno nameščen v 
membrani  
dhbC 1197 bp Biosinteza bacillibactina 
ntdB 849 bp Sinteza kanosamina 
pksF 1248 bp Sinteza bacilaena 
bpsA 1098 bp Poliketidna sintaza 
ytpA 780 bp Bacilysocin sintaza 
ytpB 1104 bp Odpornost na bacilysocin 
ndoA 351 bp EndoA RNaza, fukncija neznana 
ndoAI 282 bp Inhibicija EndoA 
spoIISA 747 bp Programirana celična smrt 
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Nadaljevanje preglednice 6: geni KD, prisotni v vseh sevih, ki smo jih uporabili za rekonstrukcijo drevesa 
podobnosti. 
 
  
Slika 17: Drevo podobnosti na podlagi genov KD in filogenetsko drevo (A) drevo narejeno iz KD genov 
prisotnih v vseh sevih (supermatrix04: xhlA_xhlB_ 
ytnP_bacC_bacE_ppsE_srfAD_srfP_dhbC_ntdB_pksF_bpsA_ytpA_ytpB_ndoA_ndoAI_spoIISA_spoIISB_
yitM_yitQ; 20403 bp). V isti skupini so sevi, katerih roji se združujejo med rojenjem. Različni ekotipi so 
prikazani v treh različnih barvah (rumena, modra, zelena). Za rekonstrukcijo drevesa je bila uporabljena 
Maximum Likelihood metoda. Zanesljivost drevesa smo ocenili z bootstrap metodo (500 ponovitev). (B) 
Filogenetsko drevo narejeno z 8 HK geni (fabD, fusA, gyrA, gyrB, prfA, rpoB, rpoD, yycF; 13893 bp) 21 
izolatov B. subtilis. Zanesljivost obeh dreves smo ocenili z bootstrap metodo (500 ponovitev) 
 
Če primerjamo drevo na podlagi genov KD s filogenetskim drevesom (Slika 17) opazimo 
podobno razporeditev v skupine pri obeh drevesih. Na primer, skupino 5 najdemo pri obeh 
drevesih znotraj skupine 4. Prav tako so na obeh drevesih lepo razvidne skupina 9, skupina 
7 in skupina 2. Grobo gledano lahko obe drevesi ločimo na dve liniji, pri kateri ena vsebuje 
skupine 9, 10, 4 in 5, druga pa  skupine 2, 8, 3, 7 in 1. Pri drugem drevesu je razlika samo 
pri skupini 10, ki je na drugi veji med skupinami 2, 8, 3, 7 in 1. Lahko zaključimo, da na 
podlagi genov KD, ki so prisotni v vseh sevih dobimo podobno združevanje v skupine kot 
na podlagi hišnih genov. 
 
4.2.1.1 Analiza polimorfnosti genov KD prisotnih v vseh sevih v primerjavi z B. subtilis 
168 
 
V programu IGV, ki prikazuje število SNP-ov glede na B. subtilis 168, smo naredili 
analizo podobnosti genov in prešteli SNPe v vsakem od genov (Slika 18). 
Gen Velikost 
gena  
Funkcija 
spoIISB 171 bp Inhibicija SpoIISA 
yitM 585 bp Obvarovanje biofilmov B. subtilis pred predatorji (toksin 
biofilma) 
yitQ 930 bp inhibicija Yit toksina 
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Slika 18: Analiza polimorfizma posameznega nukleotida (SNP) v izolatih B. subtilis v primerjavi z B. subtilis 
168. Številke prikazujejo število SNP-ov med sevom B. subtilis 168 in sevom iz zbirke (vodoravno) v 
določenem genu (navpično). Barve zelena, rumena, oranžna in rdeča označujejo naraščajočo številčnost 
SNP-ov. Na desni strani tabele so prikazane skupine sevov, katerih sevi se združujejo med seboj pri rojenju 
in barva skupin (modra, rumena, zelena), ki predstavlja posamezen ekotip. Na vrhu tabele so geni obarvani z 
istimi barvami kot v preglednici 5 (modri spadajo v TA sisteme, vijola pa med toksine). 
 
Ugotovili smo, da je največ polimorfizmov v genih ppsE in srfP, polimorfizmov nismo 
zasledili v genu ndoA/AI. Seva PS-217 in PS-218 se razlikujeta v ntdB in v srfP genu, v 
drugih genih ni razlik, podobno tudi ni razlik v skupini 4 med sevoma PS-24 in PS-25. 
Nasprotno pa je znotraj skupine 9 kar nekaj razlik med sevi, zato smo skupino razdelili v 
dodatne »podskupine« s tanjšimi vodoravnimi črtami. Seva PS-20 in PS-160 sta zelo 
podobna sevoma PS-24 in PS-25, razen v genu srfP. Poleg tega sta si seva podobna tudi 
med sabo. Kljub podobnosti v SNP-ih je na podlagi fenotipa linije sev PS-160 v skupini 5 
in se tako fenotipsko loči od PS-24, PS-25 in PS-20, ki so v skupini 4. Nasprotno pa je PS-
20 fenotipsko skladen s  PS-24 in PS-25, kljub razlikam v SNP-ih. Primerjava SNP-ov v 
izbranih genih naravnih sevov z geni seva 168 pokaže na filogenetsko oddaljenost naravnih 
sevov od 168 ter spekulacijo o evoluciji teh genov, ni pa dober indikator za KD fenotip 
naravnih sevov.  
 
4.2.1.2 Analiza polimorfnosti genov KD s primerjanjem »nabrežnih« sevov med seboj 
 
S primerjanjem sevov z B. subtilis 168 lahko izgubimo nekaj informacij, ker nam število 
SNP-ov ne pove tudi njihove lokacije. Vendar enako št. SNP-ov lahko interpretiramo kot 
zelo visoko podobnost med sevoma, tudi če so SNPi na popolnoma različnih mestih. 
Odločili smo se narediti analizo, kjer primerjamo seve iz nabrežja Save med seboj in ne z 
B. subtilis 168 (Slika 19). Vidimo, da je v večini podskupin med sevi velika podobnost, 
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očitno pa pri posameznih genih prihaja do HGT. Primer HGT bi lahko bil gen bpsA, 
katerega je po vsej verjetnosti sev PS-209 pridobil iz seva iz skupine 9 ali pa obratno. Še 
en takšen primer bi bil gen srfP ali xhlAB, saj sta prisotna v identični varianti v sevu PS-15 
in sevu PS-196. 
 
 
Slika 19: Podobnost genov med 21 sevi B. subtilis. Enaka barva predstavlja identično varianto gena. Na desni 
strani je prikaz skupin sevov, katerih roji se združujejo med seboj med rojenjem in barva skupin (modra, 
rumena, zelena), ki predstavlja posamezen ekotip. Na vrhu tabele so geni obarvani z istimi barvami kot v 
preglednici 5 (modri spadajo v TA sisteme, vijola med toksine, oranžni med antibiotike).  
 
Profil polimorfnosti genov KD v sevih se večinoma ujema s fenotipom sevov pri rojenju, 
saj imajo znotraj posameznih »kin skupin« sevi bolj podobne gene KD kot jih imajo med 
skupinami. S to predpostavko se ne sklada sev PS-160, ki ima zelo podoben profil s sevi iz 
skupine 4 ampak z njimi tvori mejno linijo. 
 
4.2.2 Geni KD so prisotni le v nekaterih sevih 
 
Zanimalo nas je tudi, kako sovpada združevanje genov KD, ki so prisotni v vseh sevih in 
združevanje na podlagi prisotnosti/odsotnosti KD genov, ki so prisotni samo v nekaterih 
sevih (Slika 20). Prav tako smo oba pridobljena dendrograma želeli primerjati na podlagi 
genov KD (vseh KD in prisotnost/odsotnost) s filogenetskim drevesom. Dendrogram 
narejen iz prisotnosti/odsotnosti genov KD smo naredili v programu R. Potek analize pa je 
opisan v prilogi B. 
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Slika 20: Sorodnost sevov na podlagi KD genov, hišnih genov in KD skupine prepoznavanja. (A) UPGMA 
dendrogram rekonstruiran v programskem okolju R iz podatkov o prisotnosti in odsotnosti KD genov 
(prisotnih samo v nekaterih sevih). (B) Drevo podobnosti narejeno iz KD genov prisotnih v vseh 21 sevih B. 
subtilis. (C) Filogenetsko drevo narejeno z 8 HK geni (fabD, fusA, gyrA, gyrB, prfA, rpoB, rpoD, yycF 
(13893 bp)) 21 izolatov B. subtilis. (D) Mreža prepoznavanja istih sevov. Povezane številke sevov 
predstavljajo seve, katerih roji se združujejo na poltrdnem gojišču (Slika 4). 
 
Dendrogram, pridobljen iz podatkov prisotnosti/odsotnosti (Slika 20A), kaže na prisotnost 
9 skupin. Vse skupine so lepo razvidne in se dobro ločijo ena od druge z izjemo skupine 2, 
ki je na dendrogramu prisotnost/odsotnost ločena v dve skupini (PS-53, PS-52) (Slika 
20A). V skupini 9 je podskupina, ki jo sestavljata seva PS-11 in PS-261. Ta dendrogram se 
loči od filogenetskega drevesa in KD drevesa po tem, da skupina 5 ni prisotna v skupini 4, 
ampak je samostojna skupina. Poleg tega ena od dveh glavnih vej vsebuje samo skupino 9 
in so vse preostale skupine prisotne na drugi veji. Kljub manjšim odstopanjem vidimo, da 
se združevanje na podlagi prisotnosti/odsotnosti ujema z dendrogramom na podlagi 
sorodnosti v genih KD in filogenetskim drevesom, prav tako se na dendrogramih jasno 
ločujejo posamezne skupine KD, določene glede na fenotip prepoznavanja (Slika 20D). To 
pomeni, da tako profil prisotnosti/odsotnosti genov KD, kot polimorfnost genov KD 
korelira s sorodnostjo sevov in tudi s fenotipom prepoznavanja sevov. 
 
lines, 16% formed intermediate lines, and 16% merged. We
identified 12 different recognition groups among 39 isolates, with
a median of two strains per group (Fig. 2), indicating a high
threshold for merging between swarms.
These strains have been previously classified into three eco-
logically distinct groups (ecotypes): PE10, PE22, and PE32 (26)
(Fig. 2A, blue, green, and yellow boxes). We therefore speculated
that ecologically different strains would discriminate one from an-
other and thus form a boundary line at the contact point of the two
swarms. Consistent with our prediction, swarms of different eco-
types never merged, whereas merging strains were always from the
same ecotype (Fig. 3). However, more than one recognition group
was observed within ecotypes PE22 and PE32 (Fig. 2). Strains of
PE32 formed nine separate recognition groups (1, 2, 4–8, 11),
wh reas four strains of PE22 formed three groups, suggesti g a
high diversity of swarming interactions can exist within ecotypes. In
contrast, m st strains of PE10 m rged their swarms n fell in a
single recognition group. There were only two outliers, PS-11 and
PS-261, which sometimes formed intermediate phenotypes with
some of the PE10 strains. This could be the early stages of sepa-
ration of these strains into a new group. Based on these results, we
concluded that affiliation with an ecotype is not sufficient to predict
merging of swarms, but if two strains are classified into different
ecotypes, they will always discriminate between each other.
Swarm Interaction Phenotype Correlates with Genetic Relatedness.
The ability to discriminate those who are genetically dissimilar
could stabilize co peration among kin during swarming. We hy-
pothesized that strains that merged on swarming agar were geneti-
cally kin, whereas those that formed a boundary line or intermediate
line were nonkin. To test this, we asked whether phylogenetic re-
latedness correlated with the three different swarming interaction
phenotypes: merging of swarms, intermediate line formation, or
boundary line formation. To test this, we aligned four concatenated
partial housekeeping genes (gyrA, rpoB, dnaJ, and recA; 3,412 bp
total) by ClustalW (22). Pairwise distances were rounded off to three
decimal digits and grouped in intervals of 0.001 nucleotide iden-
tity. In Fig. 4, distributions of swarming interactio phenotypes i
each of the pairwise identities of the 741 strain combinations are
shown. The distribution of the three swarming interaction phe-
notypes in each phylogenetic identity group varied considerably,
indicating that the diversity within our collection of strains is in the
right range to test for kin effects. Out of 118 merging swarm
combinations, 100 had at least 0.999 identical housekeeping genes.
Some merging strain pairs showed lower nucleotide identity,
namely 15 strains from recognition group 9 that merged with PS-
210 and three strains from recognition group 4 that merged with
PS-20 (Fig. 2B), where the lowest identity associated with merging
was still 0.995 (Fig. 4). In contrast, only 1% of strain pairs that
Fig. 2. Recognition groups of a sympatric B. subtilis population. (A) Phylogenetic reconstruction of four concatenated housekeeping genes (gyrA, rpoB, dnaJ,
and recA; 3,412 bp) from the 39 B. subtilis microscale soil isolates. Ecotypes are designated by different colors (blue, PE10; green, PE22; yellow, PE32), and
swarming recognition groups are indicated on the Right. (B) Recognition network of the microscale soil isolates. Connected nodes represent strains with
merging swarms; no connection indicates intermediate or full bound ry fo mati n. Colors depict different ecotypes.
Fig. 3. Boundary formation between and within ecotypes. The percent of
swarm pairs displaying each phenotype from every ecotype combination, with
the total number of combinations given above each column. Boundary lines
(blue) and intermediate lines (red) always form between strains of different
ecotypes, and merging swarms (yellow) occur only within the same ecotype.
14044 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1512671112 Stefanic et al.
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Pri analizi prisotnosti/odsotnosti smo želeli preveriti tudi sovpadanje vzorca 
prisotnosti/odsotnosti genov KD s fenotipom prepoznavanja na trdnih gojiščih. V ta namen 
smo, podobno kot Lyons s sod. (2016), zbrali podatke v tabeli, v kateri smo seve 
razporedili glede na podobnost v vzorcu prisotnosti/odsotnosti (Slika 21). 
 
Slika 21: Prisotnost 10-ih genskih kompleksov z antimikrobno aktivnostjo v vseh 21 sevih B. subtilis. 
Pozitivni rezultati so prikazani z zeleno barvo, rdeča barva prikazuje odsotnost gena. Navpične črte ločujejo 
seve v skupine. Barva genov označuje različne funkcije (modri spadajo v TA sisteme, vijola med toksine, 
rumeni med CDI sisteme).  
 
Vidimo lahko, da se skupine, ki jih dobimo na podlagi prisotnosti/odsotnosti skladajo s 
filogenijo (Slika 20C). Vsaka skupina ima svoj vzorec prisotnosti genov, le v dveh 
skupinah je razlika v prisotnosti enega ali dveh genov. In sicer, med sevoma PS-52 in PS-
53 pride do razlike v prisotnosti bsrH/as-bsrH in bsrE/as-bsrE genov. Seva PS-261 in PS-
11 pa se od ostalih sevov v skupini razlikujeta, da imata edina  yonT/as-yonT in yoyJ gene. 
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5 RAZPRAVA 
 
Namen magistrske naloge je bil analiza genoma in genov, ki so vključeni v sorodstveno 
razlikovanje pri 21 sevih Bacillus subtilis subsp. subtilis. Analizo genoma smo naredili z 
naborom 50 genov KD za katere smo predvidevali, da sodelujejo pri sorodstvenem 
razlikovanju. Preverjali smo ali profil genov KD v sevih korelira z interakcijami sevov pri 
rojenju. Torej, ugotavljali smo ali je več razlik v prisotnosti/odsotnosti oz polimorfizmu 
genov KD v sevih, pri katerih prihaja do tvorbe linije (»non-kin« sevi) kot pa pri bolj 
sorodnih sevih (»kin«), pri katerih ne prihaja do antagonizma. Podobno primerjavo so 
naredili že v članku (Štefanič in sod., 2015), vendar le na nivoju analize štirih HK (hišnih 
genov). Mi smo analizirali sorodnost pri manjšem naboru sevov B. subtilis z večjim 
naborom genov HK. Na osnovi naših rezultatov lahko zaključimo, da je večina 
potencialnih genov KD, ki smo jih vključili v analizo, primernih za uvrščanje sevov med  
»kin« in »non-kin«. Predpostavili smo tudi, da bo profil prisotnosti/odsotnosti in 
polimorfizma genov KD med sevi sovpadal s filogenijo, ki smo jo pridobili na podlagi 8-ih 
hišnih genov, kar smo potrdili. 
5.1  SORODNOST SEVOV 
 
Dobljeno filogenijo sevov na podlagi 8-ih HK genov (Slika 15, B) smo primerjali s 
filogenetskim drevesom v članku Štefanič in sod., 2015 (Slika 15, A). Podobnost med 
drevesi je vidna, vendar opazimo tudi razlike. Te gre pripisati predvsem različnemu naboru 
podatkov, ki so bili uporabljeni pri konstrukciji enega in drugega drevesa. Pri (A) drevesu 
so uporabili 4 HK gene (gyrA, rpoB, dnaJ in recA), mi (B) pa 8 genov (fabD, fusA, gyrA, 
gyrB, prfA, rpoB, rpoD, yycF). Dolžina prve supermatrike je bila 3412 bp, druge pa 13893 
bp, kar pomeni, da smo uporabili pri drevesu B 4x več podatkov kot pri drevesu A. 
Uporabljeni geni se med drevesi razlikujejo, samo gena gyrA in rpoB sta bila uporabljena 
pri obeh, vendar samo v naši analizi v celotnem zapisu. Štefanič in sod., 2015 so uporabili 
metodo minimalne evolucije, medtem ko smo mi naredili drevo z Maximum Likelihood 
metodo, kar bi lahko bil vzrok manjših razlik med drevesi podobnosti. 
Obe drevesi izpostavita tesno sorodnost med sevoma v skupini 2 in tudi med sevoma v 
skupini 7. Sevi, ki spadajo v skupino 9 na desnem drevesu B (Slika 17) tvorijo lepo 
zaključeno skupino, medtem ko na drevesu A (Slika 17) sev PS-210 izpade iz skupine. 
Povezanost med ekotipi in sorodnostjo ni vidna.   
Večje število HK genov nam verjetno prikaže boljše razmerje med sorodnostjo sevov, 
vendar nam lahko dokončno sorodnost potrdi analiza celotnega genoma. K naboru PS 
sevov bi lahko pri izdelavi filogenetskega drevesa dodali tudi sev B. subtilis 168, da bi 
imeli enako primerjavo, kot smo jo naredili pri analizi polimorfnosti KD genov v sevih oz 
kakšen sev, ki so ga uporabili pri izdelavi drevesa A (Slika 15). 
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5.2  SORODNOST NA PODLAGI KD GENOV  
 
Lyons je že predpostavil (Lyons in sod., 2016), da prisotnost genov KD sovpada s 
filogenijo, kar smo potrdili tudi z našo analizo. Drevesi A in B (Slika 17) se le 
malenkostno razlikujeta. Štefanič in sod. (2015) so pokazali, da so sevi »kin«, ko je 
identičnost nukleotidnega zaporedja HK genov več kot 99,5 %  (Štefanič in sod., 2015). 
Pod to mejo sta seva »non-kin«. Pri našem naboru sevov in analizi HK genov, ki so 
prisotni v vseh organizmih pa je bila meja »kin« pri  99,73 % za nukleotidno identičnost  
HK genov in 99,60 %  za gene KD (Priloga D). 
 
Za analizo genov KD (Slika 17, A) smo uporabili metode, ki so preverjale 
razlike/podobnosti med nukleotidi v zaporedju genov. Zanimivo bi bilo narediti dodatno 
drevo, ki bi združevalo vse gene KD in ga  primerjati s filogenetskim drevesom.  
 
5.3  ANALIZA SORODNOSTI NA PODLAGI PRISOTNOSTI/ODSOTNOSTI KD 
GENOV 
 
Pri pripravi KD drevesa na podlagi genov, ki niso prisotni v vseh sevih (Slika 20, A) smo 
upoštevali le prisotnost oz odsotnost določenega gena in se nismo spustili v zaporedje 
nukleotidov teh genov. Zanimalo nas je, če je kakšna podobnost v profilu 
prisotnosti/odsotnosti genov KD in polimorfnosti genov KD. Med drevesi, ki sta narejeni 
na podlagi prisotnosti/odsotnosti in polimorfizma genov KD (Slika 20) so številne 
podobnosti, obe imata lepo razvidno skupino 9, prav tako skupino 7. Druge skupine (10, 8, 
3, 1) so na obeh drevesih samostojno razporejene. Razlika se pojavi pri skupini 2, ki je na 
drevesu A ločena. Poleg tega najdemo skupino 5 na drevesu B znotraj skupine 4. Ti dve 
skupini sta na drevesu A ločeni. Skupina 5 ima zelo podobno zaporedje preučevanih 
genov, a nima prisotnih kompleksov genov wapA/I in yxiD/yxxD, ki so v skupini 4. Prav 
tako ima prisotne komplekse yonT/as-yonT in yoyJ in bsrE/as-bsrE, ki pa niso prisotni v 
skupini 4, kar jo loči od skupine 4. Sev PS-53 pa se loči od seva PS-52 po prisotnosti 
genov bsrE/as-bsrE in bsrH/as-bsrH.  
 
Zanimivo, da podobnost med drevesi nakazuje na podobno evolucijsko pot mutacij v genih 
in da prihaja med sevi do horizontalnega prenosa genov. Zakaj je pri osebkih, ki imajo bolj 
polimorfne gene prišlo tudi do »izgube« določenega gena, pri tistih, ki imajo manj 
polimorfne gene pa ne, ni znano. Možno je, da geni, za katere mi trdimo, da niso prisotni v 
sevih, dejansko so, a jih nismo zaznali z metodo, ki smo jo uporabili za preverjanje genov, 
ker se gen že zelo močno razlikuje v zaporedju nukleotidov od ostalih. Torej je gen že tako 
evolucijsko oddaljen, da ga z uporabljenimi ologonukleotidnimi začetniki ne prepoznamo. 
Prikaz različic gena, ki smo jih zaznali je v prilogi E. 
 
V članku Štefanič in sod. (2019) ugotavljajo, da prihaja do povišanega HGT med »non-
kin« sevi. Torej je mogoče, da si sevi izmenjujejo gene KD, kar bi lahko vplivalo na 
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evolucijo sorodstvene diskriminacije in bilo osnova kombinatorne sorodstvene 
diskriminacije. Kin sistem, ki temelji na kombinacijah genov KD je zelo dinamičen in 
prilagodljiv. Z nenehnim spreminjanjem in nadgrajevanjem genov KD ustvarjajo bakterije 
zelo natančno mrežo povezav ena z drugo in verjetno optimalno možno izkoriščanje 
prostora in nutrientov. Do pojava HGT med PS sevi je verjetno prišlo pri genu srfP in 
xhlAB med sevoma PS-15 in PS-196, genu bpsA med skupino 9 in sevom PS-209, genu 
bacCE med sevi PS-210, PS-31 in PS-160, PS-20 in genu srfAD med sevom PS-209 in 
sevoma PS-52 in PS-53 (Slika 19). 
 
Za sisteme TA tipa II še posebej velja, da se prenašajo horizontalno, saj so zapisani na 
mobilnih elementih. V tabeli na sliki 21 vidimo, da ravno ti ne naredijo razlike znotraj 
skupine, kar ni skladno s pričakovanji, da pride do povišanega HGT med »non-kin« 
osebki. Prav tako v tabeli na sliki 19 ni primera, kjer bi prišlo do HGT sistema TA tipa II. 
Možno je, da je spreminjanje genov s točkovnimi mutacijami dovolj za evolucijo 
sorodstvene diskriminacije. 
 
5.4  PRIMERJAVA PRISOTNOSTI KD GENOV S FENOTIPOM 
 
Odsotnost KD gena predstavlja večjo razliko kot polimorfizem gena vendar ne moremo z 
gotovostjo trditi, da gena dejansko ni. Lahko je prisotna druga različica na drugem mestu v 
genomu. Potrebno bi bilo dodatno sekvenciranje ali uporaba drugačnih orodij oz metod. Če 
analiziramo podatke kot da gena, ki ga ne zaznamo, dejansko v genomu ni (Slika 21) 
ugotovimo, da PS-11 in PS-261 padeta v podskupino skupine 9 v kateri ostalim 
predstavnikom manjkajo geni yonT/as-yonT in yoyJ. Glede na to, da se ta dva seva zlijeta s 
sevom PS-210 in se med sabo ne združujeta, lahko predvidevamo da ti geni nimajo vpliva 
na sorodstveno diskriminacijo. Zanimivo bi bilo vedeti, koliko k sorodstveni diskriminaciji 
prispevajo  ferotipi. Na primer sev PS-261, ki odstopa od večine sevov v skupini 9, ima 
tudi različen ferotip (priloga F). PS-52 in PS-53 se med sabo zlijeta, četudi v PS-53 
najdemo dva sistema TA, ki ju ni v PS-52 (bsrH/as-bsrH in bsrE/as-bsrE). Predvidevamo, 
da ta dva sistema TA ne vplivata na nastanek mejne linije med sevoma. 
 
Lyons in sod. (2016) so ugotovili, da ima sistem CDI wapA/I vpliv na nastanek mejne 
linije. Sev PS-160 spada v skupino 5 in mu manjka ta lokus, ki ga najdemo pri sevih iz 
skupine  4. PS-217 in PS-218 (skupina 7) se ločita od PS-209 (skupina 10) le v odsotnosti 
lokusa wapA/I v slednjem. Razlika med skupino 7 in sevom PS-15 (skupina 8) pa je v 
genih skfA-H in sdpA-R. 
 
Če je razlika v sevih le v odsotnosti/prisotnosti yonT/as-yonT in yoyJ, to ne vpliva na pojav 
mejne linije; PS-160 iz skupine 5  in sevi skupine 7 pa se poleg teh dveh lokusov 
razlikujejo tudi v drugih kot so yobL/yobK, ki bi lahko bil odgovoren za pojav mejne linije 
med sevi iz različnih skupin. Prav tako bi za tvorbo linije lahko bil odgovoren kompleks 
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genov yqcG/yqcF, ki je v sevu PS-108 prisoten v sevu PS-196 pa ne. Za dokočno potrditev 
te hipoteze bi bilo potrebno narediti eksperiment v laboratoriju z mutantami v omenjenih 
genih. 
 
Iz narejene analize sklepamo, da geni yonT/as-yonT, yoyJ, bsrH/as-bsrH, bsrE/as-bsrE ne 
vplivajo na fenotip mejne linije, geni yobL/yobK, wapA/I, yqcG/yqcF in skfA-H ali sdpA-R 
pa imajo potencialno vlogo pri diskriminaciji. 
 
Ker smo potrdili hipotezo, da prisotnost/odsotnost genov KD korelira s filogenijo sevov in 
da prisotnost/odsotnost gena KD korelira s fenotipom mejne linije med sevi bi lahko 
prisotnost/odsotnost nekaterih genov KD uporabili tudi kot indikator sorodstvene 
diskriminacije. Še zanesljivejše bi bilo, če bi analizo prisotnost/odsotnosti genov KD 
združili s polimorfizmom genov KD in potem na osnovi tega rezultata testirali fenotip. Za 
učinkovito napoved na osnovi bioinformacijskih analiz pa potrebujemo kvalitetne 
sekvence in boljše poznavanje orodji, kar bi tudi znatno skrajšalo čas analize. 
 
Podobne analize, kjer analizo genomov uporabljajo za napoved fenotipa, so naredili tudi 
pri evkariontih. In sicer, pri socialni amebi Dictyostelium purpureum. Pokazali so, da bolj 
sorodni izolati tvorijo skupna plodišča, medtem ko se izolati z nižje sorodnosti ne 
združujejo v skupno plodišče (Mehdiabadi in sod., 2009). Prav takšne rezultate so dobili 
tudi Ostrowski in sod. (2008) pri opazovanju diferenciacije v plodišča  D. discoideum. Ti 
avtorji predlagajo, da adaptacija na različna okolja vodi v genetsko raznolikost v genih, ki 
bi lahko bili odgovorni za sorodstveno razlikovanje. Ni znano ali podobno velja za seve B. 
subtilis. 
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6 6SKLEPI 
 
Ugotovili smo, da se manj sorodni sevi B. subtilis bolj razlikujejo na nivoju nukleotidne 
podobnosti skupnih genov KD kot tudi v profilu prisotnosti/odsotnosti variabilnih genov 
KD in s tem potrjujemo hipotezo, da sorodnost na podlagi genov KD sovpada s 
sorodnostjo sevov na podlagi hišnih genov. 
 
Prav tako lahko potrdimo hipotezo, da se profil genov KD ujema s fenotipom 
prepoznavanja sorodnikov, saj je profil prisotnosti/odsotnosti/polimorfnosti genov KD bolj 
podoben znotraj fenotipskih skupin (med »kin« sevi), kot pa med samimi skupinami (med 
»non-kin« sevi). 
 
V magistrski nalogi smo ugotovili, da bi bilo za testiranje potenciala za sorodstveno 
diskriminacijo med sevi primernejše določevanje le-tega na podlagi prisotnosti/odsotnosti 
genov KD kot pa na podlagi filogenije, saj nekateri sevi (npr. PS-160 in PS-20), ki so si 
visoko sorodni vseeno tvorijo mejno linijo med roji in imajo torej »non-kin« fenotip. 
 
Iz narejene analize sklepamo, da geni yonT/as-yonT, yoyJ, bsrH/as-bsrH, bsrE/as-bsrE ne 
vplivajo na fenotip prepoznavanja sorodnikov, geni yobL/yobK, wapA/I, yqcG/yqcF in 
skfA-H ali sdpA-R pa imajo potencialno vlogo pri diskriminaciji.  
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7 POVZETEK 
 
Bacillus subtilis so paličaste po Gramu pozitivne bakterije, ki so sposobne sorodstvenega 
razlikovanja. To je vedenje, pri katerem pride do različnega obravnavanja sorodnih 
predstavnikov v primerjavi z nesorodnimi predstavniki iste vrste (Hamilton, 1964). Fenotip 
prepoznavanja sorodnih/nesorodnih predstavnikov se odraža v nastanku mejne linije ob 
srečanju dveh rojev različnih sevov, pri čemer je pogostost tvorbe mejne linije med sevi, ki 
so si manj sorodni višja (Štefanič in sod., 2015). V mehanizem prepoznavanja so vključeni 
različni sistemi, kot npr.: antibiotiki in toksini, proteini CDI, molekule na celični površini 
in mobilni elementi (npr. fagi) (Lyons in sod., 2016). Sevi B. subtilis se obvarujejo pred 
»non-kin« z različno kombinacijo KDL zato so Lyons in sod. (2016) ta sistem opredelili 
kot  kombinatoren. Ta sistem, ki lahko temelji tudi na velikem ševilu genov KD (23 KDL) 
bi naj bil mehanizem sorodstvene diskriminacije značilen za B. subtilis. Predpostavili so, 
da ta sistem prepreči razrast »goljufov« in posledično neželeno izrabljanje skupnih dobrin s 
strani »goljufov« (Lyons in sod., 2016); vendar jasnih dokazov za ta zaključek še ni. 
Rezultati nakazujejo tudi, da bolj sorodni sevi vsebujejo bolj podobno različico KDL kot 
manj sorodni sevi, torej naj bi prisotnost/odsotnost genov KD korelirala s sorodnostjo 
sevov. Prav takšne predikcije obstajajo tudi med drugimi bakterijami. Za kin 
diskriminacijo pri Myxococcus xanthus naj bi bili odgovorni 3 KDL (Vassallo in sod. 
2020).  
 
V magistrskem delu smo analizirali genome 21-ih sevov B. subtilis in 
prisotnost/odsotnost/polimorfizem genov, ki so po naši predikciji vključeni v sorodstveno 
razlikovanje. Filogenijo smo določili na osnovi 8-ih hišnih genov. Predvidevali smo, da 
bodo filogenetsko bolj sorodni sevi pokazali večjo podobnost tudi na nivoju genov KD 
tako na nivoju nukleotidne identitete kot na nivoju prisotnosti/odsotnosti teh genov. Prav 
tako smo želeli pridobljene rezultate o genih KD primerjati s fenotipom 
prisotnosti/odsotnosti mejne linije med pari sevov (Štefanič in sod., 2015). Pričakovali 
smo, da se bo profil genov KD ujemal s fenotipom prepoznavanja sorodnikov, kjer med 
manj sorodnimi sevi (»non-kin«) prihaja do nastanka mejne linije med roji. Predvidevali 
smo, da bo pri teh parih sevov več razlik v prisotnosti/odsotnosti in/ali polimorfizmu genov 
KD, kot pa med sevi pri katerih ne prihaja do nastanka linije in s tem fenotipom 
povezanega antagonizma (»kin«). Fasta datoteke 21-ih genomov B. subtilis smo z BWA-
SW algoritmom prilegali na referenčni genom B. subtilis 168 in iskali potencialne gene KD 
v programu IGV, izolirali zaporedja teh genov in tudi hišnih genov ter skonstruirali 
dendrograme podobnosti v progamu MEGAX in programskem okolju R. 
 
Pokazali smo, da je analiza genov KD na podlagi sekvenčne podobnosti sovpadala s 
filogenijo, ki smo jo pridobili na podlagi 8-ih hišnih genov. Prav tako smo ugotovili, da 
dendrogram narejen na podlagi odsotnosti/prisotnosti genov v sevih korelira s KD fenotipi 
sevov pri rojenju. Na osnovi naših rezultatov lahko zaključimo, da je večina potencialnih 
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genov KD, ki smo jih vključili v analizo primernih za uvrščanje sevov med  »kin« in »non-
kin« in da lahko s poznavanjem prisotnosti/odsotnosti posameznih genov KD v sevih 
napovemo socialno vedenje med njimi. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Potek prileganja odčitkov na genom B. subtilis 168 
 
# genom za B. subtilis naložim s spletne strani 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000964.3?report=fasta (ta genom 
uporabim kot referenco na katero se bo delalo poravnave). 
 
# poindeksira fasta datoteko, da lažje išče 
samtools faidx bsubtilis_168_genome.fasta 
 
# naredi kazalo za referenčni genom 
bwa index bsubtilis_168_genome.fasta 
 
# za vsako fasta datoteko posebej naredimo poravnavo in shranimo v 
datoteko s končnico .sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS11_1_S1_L001_contigs.fasta > 
PS11_1_S1_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS13_2_S2_L001_contigs.fasta > 
PS13_2_S2_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS15_3_S3_L001_contigs.fasta > 
PS15_3_S3_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS18_4_S4_L001_contigs.fasta > 
PS18_4_S4_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS20_5_S5_L001_contigs.fasta > 
PS20_5_S5_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS24_6_S6_L001_contigs.fasta > 
PS24_6_S6_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS25_7_S7_L001_contigs.fasta > 
PS25_7_S7_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS31_8_S8_L001_contigs.fasta > 
PS31_8_S8_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS52_9_S9_L001_contigs.fasta > 
PS52_9_S9_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS53_10_S10_L001_contigs.fasta > 
PS53_10_S10_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS65_11_S11_L001_contigs.fasta > 
PS65_11_S11_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS68_12_S12_L001_contigs.fasta > 
PS68_12_S12_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS108_13_S13_L001_contigs.fasta > 
PS108_13_S13_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS160_14_S14_L001_contigs.fasta > 
PS160_14_S14_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS196_15_S15_L001_contigs.fasta > 
PS196_15_S15_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS209_16_S16_L001_contigs.fasta > 
PS209_16_S16_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS210_17_S17_L001_contigs.fasta > 
PS210_17_S17_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS216_18_S18_L001_contigs.fasta > 
PS216_18_S18_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS217_19_S19_L001_contigs.fasta > 
PS217_19_S19_L001_contigs_raw.sam 
bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS218_20_S20_L001_contigs.fasta > 
PS218_20_S20_L001_contigs_raw.sam 
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bwa bwasw bsubtilis_168_genome.fasta PS261_21_S21_L001_contigs.fasta > 
PS261_21_S21_L001_contigs_raw.sam 
 
# .sam datoteko spremeni v .bam 
samtools view -b PS11_1_S1_L001_contigs_raw.sam > 
PS11_1_S1_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS13_2_S2_L001_contigs_raw.sam > 
PS13_2_S2_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS15_3_S3_L001_contigs_raw.sam > 
PS15_3_S3_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS18_4_S4_L001_contigs_raw.sam > 
PS18_4_S4_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS20_5_S5_L001_contigs_raw.sam > 
PS20_5_S5_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS24_6_S6_L001_contigs_raw.sam > 
PS24_6_S6_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS25_7_S7_L001_contigs_raw.sam > 
PS25_7_S7_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS31_8_S8_L001_contigs_raw.sam > 
PS31_8_S8_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS52_9_S9_L001_contigs_raw.sam > 
PS52_9_S9_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS53_10_S10_L001_contigs_raw.sam > 
PS53_10_S10_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS65_11_S11_L001_contigs_raw.sam > 
PS65_11_S11_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS68_12_S12_L001_contigs_raw.sam > 
PS68_12_S12_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS108_13_S13_L001_contigs_raw.sam > 
PS108_13_S13_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS160_14_S14_L001_contigs_raw.sam > 
PS160_14_S14_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS196_15_S15_L001_contigs_raw.sam > 
PS196_15_S15_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS209_16_S16_L001_contigs_raw.sam > 
PS209_16_S16_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS210_17_S17_L001_contigs_raw.sam > 
PS210_17_S17_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS216_18_S18_L001_contigs_raw.sam > 
PS216_18_S18_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS217_19_S19_L001_contigs_raw.sam > 
PS217_19_S19_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS218_20_S20_L001_contigs_raw.sam > 
PS218_20_S20_L001_contigs_raw.bam 
samtools view -b PS261_21_S21_L001_contigs_raw.sam > 
PS261_21_S21_L001_contigs_raw.bam 
 
# sortira .bam datoteko 
samtools sort PS11_1_S1_L001_contigs_raw.bam > PS11_1_S1_L001_contigs.bam 
samtools sort PS13_2_S2_L001_contigs_raw.bam > PS13_2_S2_L001_contigs.bam 
samtools sort PS15_3_S3_L001_contigs_raw.bam > PS15_3_S3_L001_contigs.bam 
samtools sort PS18_4_S4_L001_contigs_raw.bam > PS18_4_S4_L001_contigs.bam 
samtools sort PS20_5_S5_L001_contigs_raw.bam > PS20_5_S5_L001_contigs.bam 
samtools sort PS24_6_S6_L001_contigs_raw.bam > PS24_6_S6_L001_contigs.bam 
samtools sort PS25_7_S7_L001_contigs_raw.bam > PS25_7_S7_L001_contigs.bam 
samtools sort PS31_8_S8_L001_contigs_raw.bam > PS31_8_S8_L001_contigs.bam 
samtools sort PS52_9_S9_L001_contigs_raw.bam > PS52_9_S9_L001_contigs.bam 
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samtools sort PS53_10_S10_L001_contigs_raw.bam > 
PS53_10_S10_L001_contigs.bam 
samtools sort PS65_11_S11_L001_contigs_raw.bam > 
PS65_11_S11_L001_contigs.bam 
samtools sort PS68_12_S12_L001_contigs_raw.bam > 
PS68_12_S12_L001_contigs.bam 
samtools sort PS108_13_S13_L001_contigs_raw.bam > 
PS108_13_S13_L001_contigs.bam 
samtools sort PS160_14_S14_L001_contigs_raw.bam > 
PS160_14_S14_L001_contigs.bam 
samtools sort PS196_15_S15_L001_contigs_raw.bam > 
PS196_15_S15_L001_contigs.bam 
samtools sort PS209_16_S16_L001_contigs_raw.bam > 
PS209_16_S16_L001_contigs.bam 
samtools sort PS210_17_S17_L001_contigs_raw.bam > 
PS210_17_S17_L001_contigs.bam 
samtools sort PS216_18_S18_L001_contigs_raw.bam > 
PS216_18_S18_L001_contigs.bam 
samtools sort PS217_19_S19_L001_contigs_raw.bam > 
PS217_19_S19_L001_contigs.bam 
samtools sort PS218_20_S20_L001_contigs_raw.bam > 
PS218_20_S20_L001_contigs.bam 
samtools sort PS261_21_S21_L001_contigs_raw.bam > 
PS261_21_S21_L001_contigs.bam 
 
# .bam datoteko je treba še poindeksirat, da se jo lahko gleda v IGV 
samtools index PS11_1_S1_L001_contigs.bam 
samtools index PS13_2_S2_L001_contigs.bam 
samtools index PS15_3_S3_L001_contigs.bam 
samtools index PS18_4_S4_L001_contigs.bam 
samtools index PS20_5_S5_L001_contigs.bam 
samtools index PS24_6_S6_L001_contigs.bam 
samtools index PS25_7_S7_L001_contigs.bam 
samtools index PS31_8_S8_L001_contigs.bam 
samtools index PS52_9_S9_L001_contigs.bam 
samtools index PS53_10_S10_L001_contigs.bam 
samtools index PS65_11_S11_L001_contigs.bam 
samtools index PS68_12_S12_L001_contigs.bam 
samtools index PS108_13_S13_L001_contigs.bam 
samtools index PS160_14_S14_L001_contigs.bam 
samtools index PS196_15_S15_L001_contigs.bam 
samtools index PS209_16_S16_L001_contigs.bam 
samtools index PS210_17_S17_L001_contigs.bam 
samtools index PS216_18_S18_L001_contigs.bam 
samtools index PS217_19_S19_L001_contigs.bam 
samtools index PS218_20_S20_L001_contigs.bam 
samtools index PS261_21_S21_L001_contigs.bam 
 
Enako zaporedje ukazov smo uporabili pri naleganju odčitkov »assembly_PS(številka 
seva).fasta« 
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Priloga B: Tabela prisotnosti/odsotnosti genov KD 
 
 
 
Priloga B1: Potek izdelave dendrograma v programu R 
 
#namesti vse kar potrebuješ 
install.packages("ape") 
install.packages("phangorn") 
install.packages("phytools") 
install.packages("geiger") 
install.packages("xlsx") 
 
#povej programu R, kje naj najde datoteko 
geni <- "/Users/urskamurovec/Desktop/geni.xlsx 
 
#preberi podatke iz excela 
library("xlsx") 
 
raw_data <- as.matrix(read.xlsx(geni,  
                      sheetIndex = 3, 
                      rowIndex = 2:22, 
                      colIndex = 2:11, 
                      header = FALSE 
                      )) 
 
strain_names <- read.xlsx(geni, sheetIndex = 3, rowIndex = 2:22,  
                         colIndex = 1, as.data.frame=FALSE) 
                          
rownames(raw_data) <- taxon_names 
 
#naredi UPGMA drevo 
dm <- dist(raw_data) 
 
tree <- upgma(dm) 
 
plot(tree) 
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Priloga C: Geni, ki niso bili vključeni v analizi 
 
Preglednica: KD geni, ki jih nismo uporabili pri analizi 
sboA Neprimerne sekvence 
sboX 
albA-G 
bcrC 
yydF-J 
ywqJ/K 
aadK geni za rezistenco proti toksinom/antibiotikom 
bceAB 
bceRS 
bmr-bmrR 
cah 
ebrAB 
flhG 
yqeZ-floA-yqfB 
fosB 
liaG-liaF-liaS-liaR 
liaI-liaH 
lmrA-lmrB 
mdr 
mdtR-P 
mmr 
mta 
penP 
pps 
psdR-psdS-psdA-psdB 
satA 
sigM 
sunI 
tetL-tetB 
tlrB 
tmrB 
vmlR 
ybxI 
ydbS-ydbT 
yfhK- yfhL- yfhM 
yknW-yknX-yknY-yknZ 
ytrA 
yxdJ-yxdK 
yxeI 
yxdL-yxdM 
bsrG niso bili prisotni v analiziranih genomih 
sunA 
yokG 
yokI/yokJ 
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Priloga D: Tabeli podobnosti nukleotidnega zaporedja med sevi v genih HK in genih KD 
 
Priloga D1: Podobnost nukleotidnega zaporedja med sevi v genih HK 
 
 
 
Priloga D2: Podobnost nukleotidnega zaporedja med sevi v genih KD 
 
 
 
Priloga E: Različice genov KD, ki niso prisotni v vseh sevih 
 
yxiD-yxxD 
 
1. Varianta: PS-11, PS-13, PS-18, PS-24, PS-25, PS-31, PS-65, PS-68, PS-261  
 
 
2. Varianta: PS-20 
 
 
3. Varianta: PS-210 
 
 
4. Varianta: PS-216 
 
 
 
yqcG/yqcF 
 
1. Varianta: PS-15, PS-20, PS-24, PS-25, PS-31, PS-108, PS-160, PS-209, PS-210, PS-217, PS-218  
 
 
2. Varianta: PS-11, PS-13, PS-18, PS-65, PS-68, PS-216, PS-261  
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yobL/yobK 
 
1. Varianta: PS-11, PS-13, PS-18, PS-65, PS-68, PS-210, PS-216, PS-261 
 
 
2. Varianta: PS-15, PS-209 
 
  
3. Varianta: PS-217, PS-218 
 
 
4. Varianta: PS-52, PS-53 
 
 
wapA/I 
 
1. Varianta: PS-11, PS-13, PS-18, PS-24, PS-25, PS-216, PS-261 
 
 
2. Varianta: PS-31, PS-210 
 
 
3. Varianta: PS-65, PS-68 
 
 
4. Varianta PS-20 
 
 
5. Varianta: PS-209 
 
 
 
Priloga F: Razporeditev sevov po ferotipu in ekotipu 
 
Oznaka seva Ferotip Ekotip 
PS-11 w.t. 168 PE 10 
PS-13 w.t. 168 PE 10 
PS-15 w.t. 168 PE 32 
PS-18 w.t. 168 PE 10 
PS-20 w.t. RS-D-2/NAF4 PE 32 
PS-24 w.t. RS-D-2/NAF4 PE 32 
PS-25 w.t. RS-D-2/NAF4 PE 32 
PS-31 w.t. RO-B-2/RO-H-1 PE 10 
PS52 w.t. RO-B-2/RO-H-1 PE 32 
PS53 w.t. RO-B-2/RO-H-1 PE 32 
PS-65 w.t. 168 PE 10 
PS-68 w.t. 168 PE 10 
PS-108 w.t. RO-B-2/RO-H-1 PE 32 
          se nadaljuje... 
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Nadaljevanje priloge F: Razporeditev sevov po ferotipu in ekotipu 
Oznaka seva Ferotip Ekotip 
PS-160 w.t. RS-D-2/NAF4 PE 32 
PS-196 w.t. RS-D-2/NAF4 PE 22 
PS-209 w.t. RO-B-2/RO-H-1 PE 22 
PS-210 w.t. RO-B-2/RO-H-1 PE 10 
PS-216 w.t. 168 PE 10 
PS-217 w.t. RS-D-2/NAF4 PE 32 
PS-218 w.t. RS-D-2/NAF4 PE 32 
PS-261 w.t. RO-B-2/RO-H-1 PE 10 
 
